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Parmi les glycoprotéines du VHS-1, la glycoprotéine M (gM) régule la fusion du virus avec la 
membrane plasmique. gM est la première à être détectée à la membrane nucléaire très tôt dans 
le cycle viral, 4 h après l’infection. Cependant, le mécanisme par lequel elle est ciblée aux 
membranes nucléaires, de même que pour les protéines de l’hôte, est encore inconnu. Les 
partenaires connus de gM trouvés précédemment par double hybride et par co-
Immunoprécipitation ne sont pas impliqués dans ce ciblage. L’hypothèse est que d’autres 
protéines virales, ou cellulaires, y sont impliquées. Afin d’étudier de nouveaux partenaires de 
gM, une approche par BioID a été utilisée. Des lignées cellulaires exprimant gM couplée à 
BirA* et d’autres lignées contrôles ont été infectées pendant 4 h ou 12 h avec le virus ∆gM-2 
VHS-1. Les échantillons purifiés ont été ensuite analysés par spectrométrie de masse où 177 
protéines ont été identifiées. Parmi elles, les protéines SNX1, SNX2, SCAMP3, VPS33B, 
MTMR6, TMEM43 et XPO6 ont été choisies pour valider leur rôle potentiel par siRNA dans la 
délocalisation de gM. Leurs effets sur gM sont analysés par immunofluorescence et leurs 
répressions ont été confirmées par RT-qPCR. Éventuellement, ces cibles seront étudiées pour 
leur rôle dans la sortie du virus par essai de plaque. Dans le futur, cette étude permettra 
d’approfondir nos connaissances sur le mécanisme de ciblage à la membrane nucléaire de gM 
et des protéines cellulaires en proposant un modèle.  
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Among the glycoproteins of HSV-1, glycoprotein M (gM) regulates the fusion between the 
envelope of the virus and the plasma membrane. gM is the first one of the viral glycoproteins to 
be detected in the nuclear membrane early in the viral cycle at 4 h post infection. However, the 
mechanism by which it’s targeted to the nuclear membrane, as well as for the host’s proteins, is 
still unknown. The knowns partners of gM that have been previously described by yeast two-
hybrid and co-immunoprecipitation do not appear to be involved in this targeting. Herein, we 
hypothesize that other viral and/or cellular proteins are involved. To investigate the likelihood 
of new gM partners, a BioID approach was used. Cell lines expressing gM coupled to BirA* 
and other control cell lines have been used and infected for 4 or 12 h with the ∆gM-2 HSV-1. 
The purified samples were then analyzed by mass spectrometry where 177 hits were identified. 
Among them, the proteins SNX1, SNX2, SCAMP3, VPS33B, MTMR6, TMEM43 and XPO6, 
all implicated in intracellular transport or in the integrity of the intern nuclear membrane, were 
chosen to validate their putative role in the delocalization of gM by siRNA. The target 
knockdowns were validated by RT-qPCR and further confirmed using immunofluorescence. 
Eventually, these targets will be further studied to assess their role in viral egress using plaque 
assay. In the future, this study will deepen our understanding of the mechanism of viral egress 
and eventually might provide a new model that could explain how gM and host proteins are 
being targeted to the nuclear membranes. 
Keywords : herpes simplex virus type 1 (HSV-1), glycoprotein M (gM), nuclear membranes, 
nuclear transport, TGN, Biotin-Identification (BioID), mass spectrometry 
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1.1 Caractéristiques du virus herpès simplex 1 
1.1.1 Définition  
La famille des Herpesviridae regroupe plusieurs virus infectant les humains et d’autres 
organismes eucaryotes. Ils sont regroupés dans cette famille du fait de leur caractère 
architectural, leur rapidité de propagation en culture cellulaire et leur capacité à être en cycle 
lytique ou en phase de latence. Le virus herpès simplex de type 1 et 2 (VHS-1 et VHS-2), qui 
sont des virus à ADN enveloppés, font partie de cette famille et de la sous-famille des 
Alphasherpesviridae [1].  
1.1.2 Histoire et Épidémiologie  
Dans l’Histoire, le terme herpès est connu depuis la Grèce antique, soit depuis au moins 
2000 ans, et désigne une formation d’une plaie cutanée orale ou génitale. Ce n’est qu’en 1873 
que Jean Baptiste Émile Vidal, un dermatologue français, prouvera que l’herpès est une 
infection cutanée provoquée par un agent exogène. Il montre par son expérience que l’infection 
se fait directement par contact cutané entre une personne porteuse et une personne saine [2]. En 
1919, la première isolation du VHS est faite à partir d’un bouton de fièvre par Lowenstein [3]. 
Le VHS-1 est un des virus les plus ubiquitaires dans les infections chez l’Homme. Les 
études épidémiologiques permettent de mieux connaître la prévalence du virus dans la 
population humaine mondiale et suscitent un intérêt pour la santé publique. Lors de ces études, 
le sexe, l’âge, l’appartenance ethnique et le nombre de partenaires sont des facteurs pris en 
compte. Afin d’estimer le nombre d’individus infectés par le VHS-1 (ou VHS-2), la majorité 
des études ont pris en compte les caractères précédents ainsi que le développement d’anticorps 
spécifique à ces espèces virales. Il est considéré que 90% de la population mondiale est infectée 
par le VHS-1 [4]. Pour avoir un ordre d’idée, aux États-Unis, la prévalence est plus importante 
pour le VHS-1 avec 69% contre 26% chez les femmes et 18% chez les hommes pour VHS-2 
[5]. Selon une étude faite en Ontario (Canada), on estime la prévalence totale pour VHS-1 de 
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57% [6]. En contraste, sur l’ensemble du continent africain, ce serait plus de 90% de la 
population qui serait infectée par le VHS-1 montrant que les pays en développement sont les 
plus touchés [7]. Toutes ces informations permettent de montrer l’importante distribution du 
virus herpès à l’échelle mondiale et qu’une très grande majorité de la population mondiale est 
touchée par le virus. Ces chiffres importants, s’expliquent par le fait que les principaux 
réservoirs du VHS-1 sont les animaux et les humains. Seul l’Homme présente des signes 
symptomatiques et est le seul primate pour lequel il y a plus d’un virus herpès simplex (VHS-1 
et VHS-2) [8].  
1.1.3 Pathogenèse virale 
1.1.3.1 Transmission et établissement de la phase de latence 
La transmission du VHS-1 se fait par contact direct entre une personne porteuse et une 
personne séronégative. L’infection initiale est appelée infection primaire, ou primo infection, et 
se fait via les muqueuses, le plus souvent buccale, via des lésions au niveau de la peau ou lors 
de contacts orogénitaux. Le virus va ensuite utiliser le système nerveux périphérique pour se 
diriger vers le ganglion trigéminal via les neurones par un transport rétrograde. Le virus entre 
dans une phase de latence et permet au virus de rester à vie dans son hôte. Durant cette période, 
l’hôte est toujours capable de propager l’infection vers d’autres hôtes [9]. Une variété de stimuli 
comme le stress, la fatigue, les UV, la transplantation d’organes ou encore un système 
immunitaire affaibli peut conduire à la réactivation du virus [10]. Cette réactivation conduit les 
particules virales nouvellement formées à retourner au site d’infection primaire où l’on va 
retrouver une réplication du virus dans les cellules épithéliales et provoquer l’apparition de 
symptômes intermittents comme les lésions cutanées [11].  
1.1.3.2 Symptômes et pathologies 
Contrairement à la croyance populaire, la plupart des personnes infectées ne présentent 
pas de symptômes. L’infection au VHS-1 peut entraîner plusieurs pathologies dont les 
symptômes peuvent être visibles chez certaines personnes comme les boutons de fièvre. Les 
zones de lésions dépendant des sites d’inoculation cependant, les boutons fièvres sont les plus 
communément trouvés au niveau de la bouche ou dans les zones génitales. Chez les plus jeunes 
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(néonataux et enfants), la primo-infection peut causer de graves ulcérations, des stomatites 
douloureuses et dans certains cas peuvent être accompagnées de fièvre et d’anorexie [12]. La 
gingivostomatite est un exemple de pathologie qui peut se développer à cet âge. Il s’agit d’une 
combinaison d’une stomatite et d’une gingivite, représentative d’une inflammation de la gencive 
et de la muqueuse orale dont VHS-1 en est la cause dans 90% des cas [13].  Les nouveau-nés 
sont des hôtes particulièrement sensibles et sont donc les plus sévèrement touchés. Lors de 
l’accouchement, ils peuvent développer des pathologies à cause des sécrétions génitales 
infectées de la mère, bien que dans ce cas il puisse s’agir aussi bien du VHS-1 que du VHS-2 
[14].   
Il est plus rare à l’âge adulte de développer une infection du VHS sévère ou fatale. 
Cependant, elle peut devenir sévère pour les personnes immunodéprimées ou possédant une 
pathologie dermatologique chronique telle que l’eczéma ([15], [16]). Cette dernière est appelée 
eczéma herpétique et peut entraîner une aggravation de l’état du patient avec un développement 
d’une encéphalite, pouvant entraîner dans 10% des cas la mort si non traitée [17]. Dans de rares 
cas, une kérato-conjonctivite (ou kératite herpétique) peut survenir suite à l’infection de la 
cornée. Chaque année aux États-Unis, environ 300 000 nouveaux cas sont déclarés. Lors de 
non-traitement ou de soins non appropriés, l’inflammation peut s’aggraver et provoquer des 
lésions récurrentes, entraîner une opacité de la cornée ou voir la perte de la vision ([18], [19]).  
Depuis quelques années, des études tentent de montrer le rôle du VHS-1 dans 
l’établissement de la maladie d’Alzheimer. L’Alzheimer est une maladie neurodégénérative 
caractérisée par un déclin progressif des fonctions cognitives menant à la perte de mémoire et à 
la démence [20].  Elle est caractérisée par deux marqueurs majeurs dans l’hippocampe et le 
cortex : une agrégation de protéines amyloïdes-β formant des plaques amyloïdes et une 
dégénérescence des neurofibrilles intra-neuronale causée par l’hyperphosphorylation de la 
protéine Tau [21]. Des études ont montré que l’encéphalite herpétique affecte la même zone du 
cerveau du système nerveux central (SNC) impliqué dans l’Alzheimer et ceci dans 60% des cas 
chez les personnes âgées ([22], [23]). Plusieurs cycles répétés de réactivation virale peuvent 
mener à une neurodégénérescence ([24], [25], [26]) et la présence d’ADN viral du VHS-1 dans 
les fluides cérébro-spinaux suggère une réplication dans le SNC [27]. Quoi qu’il en soit, 
 
4 
l’association entre le VHS-1 et l’Alzheimer a été montrée plusieurs fois sur le plan génétique, 
immunologique et moléculaire, mais la causalité reste à être prouvée [28]. 
1.1.3.3 Traitements 
Ø Les antiviraux  
Le développement de la biologie moléculaire et de la virologie a permis l’étude et le 
développement de traitements que sont les agents antiviraux. Ils peuvent être utilisé comme 
stratégie thérapeutique, stratégie prophylactique pour la prévention ou encore prévenir une 
pathologie pouvant être contractée suite à l’infection. Il existe aujourd’hui plusieurs antiviraux 
que l’on peut utiliser contre l’activité de VHS-1 (et VHS-2). La plupart des antiviraux sont des 
nucléosides analogues comme l’acyclovir, le famciclovir/penciclovir et le valaciclovir (dérivé 
de l’acyclovir) [29]. Les antiviraux de premier choix en cas d’infection au VHS-1 sont 
généralement les nucléosides analogues, car sont plus spécifique au VHS-1 (et VHS-2) [30]. 
L’acyclovir est l’un des premiers anti-VHS-1 connu. C’est un analogue de la 
déoxyguanosine [31], qui se fait phosphoryler par la thymidine kinase (TK) de VHS-1. Par la 
suite, l’acyclovir va être triphosphorylé par des enzymes de la cellule hôte permettant 
l’inhibition de la synthèse de l’ADN viral via l’inhibition de la polymérase à ADN virale [32]. 
Quant au valacyclovir, découvert en 1995, il s’agit d’un dérivé administré par voie orale qui est 
rapidement converti en acyclovir, la substance active, dans le foie [33]. Ce qui lui confère 
l’avantage d’avoir une biodisponibilité 3 à 5 fois supérieure à l’acyclovir, c’est-à-dire que la 
proportion de substance active disponible dans le sang circulant est beaucoup plus importante 
[34]. Il est donc l’antiviral le plus prescrit et le plus recommandé contre le VHS-1.  Les autres 
caractéristiques pharmacocinétiques du valacyclovir sont similaires à l’acyclovir [35].  
L’émergence de VHS-1 résistants aux antiviraux de type nucléosides analogues crée une 
véritable barrière au traitement et nécessite l’élaboration de nouvelles stratégies notamment pour 
les personnes immunocompromises. Ces dernières ciblent entre autres l’enzyme TK viral. Or, 
il a été montré que des mutations sur le gène TK (UL23) et de la polymérase à ADN (UL30) 
sont responsables de l’inefficacité de ces antiviraux. En effet, ces mutations provoquent une 
diminution de production de l’enzyme TK et une déficience complète de son activité rendant 
obsolète l’action de ces antiviraux ([36, 37]). C’est là qu’intervient l’utilisation d’une autre 
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classe d’antiviraux : les analogues au pyrophosphate comme le foscarnet. Cet antiviral agit 
également sur l’ADN polymérase viral en inhibant sélectivement les sites de fixation du 
pyrophosphate. Il n’est pas activé par la TK et conserve donc son activité chez les souches 
mutées du VHS-1 [38]. Cet antiviral est uniquement utilisé chez les patients immunocompromis 
infectés par le VHS-1 résistant à l’acyclovir.  
Ø Le VHS-1 comme anticancéreux 
Bien que le virus soit responsable de nombreuses pathologies chez l’Homme, il peut 
également servir d’arme contre d’autres pathologies. La virothérapie est une nouvelle stratégie 
apparue dans les années 1940 et refaisant surface depuis 1990, permettant de reprogrammer les 
virus afin de les utiliser contre les cellules cancéreuses [39]. En virothérapie, les virus sont 
utilisés comme virus anticancéreux dit virus oncolytiques.  
Les virus oncolytiques ont pour cible les cellules cancéreuses qu’ils vont infecter 
spécifiquement sans toucher aux cellules saines. Le choix d’utiliser le VHS-1 dans cette stratégie 
est basé sur certaines de ses propriétés dont sa capacité à être très infectieux et sa capacité à 
infecter un large éventail de cellules hôtes. Dans ce type de traitement du cancer, on considère 
deux formes de VHS-1 : les vecteurs défectueux pour la réplication et les vecteurs de 
réplications conditionnés. Les vecteurs défectueux pour la réplication ne sont pas capables de 
se répliquer, mais expriment des transgènes qui sont insérés dans le génome viral où un ou 
plusieurs gènes essentiels sont supprimés [40]. Un groupe particulier de ces vecteurs sont les 
amplicons. Dans cette approche, une cassette d’expression de transgènes thérapeutique est 
placée dans un plasmide qui contient un signal d’empaquetage / clivage viral et une origine de 
réplication VHS-1 ([40], [41], [42]). L’avantage de l’amplicon est d’avoir une toxicité 
minimale, car il n’exprime pas les protéines virales essentielles. De plus, la probabilité d’avoir 
l’insertion d’une mutation dans le génome cellulaire est extrêmement faible, car le génome viral 
VHS-1 ne s’intègre pas dans celui de la cellule hôte ce qui diminue drastiquement les éventuels 
effets indésirables sur les cellules saines [43]. Concernant les vecteurs conditionnés, on a induit 
des délétions de gènes non essentiels lui permettant d’infecter, de se répliquer et de lyser les 
cellules cancéreuses. Il peut également porter un transgène pour augmenter l’effet contre la 
tumeur [40]. Un exemple de transgène dans ce type de vecteur est l’interleukine 12 (IL-12), dont 
son efficacité antitumorale a été montrée par plusieurs études. Cet effet antitumoral semble 
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induire une induction de lymphocytes T cytotoxiques spécifiques aux tumeurs et une inhibition 
de l’angiogenèse tumorale ([44], [45], [46]). 
La virothérapie offre également un avantage considérable envers les métastases, cellules 
cancéreuses se développant dans une zone du corps autre que la zone initiale où se développe le 
cancer. Dans le cas du cancer du sein, 5 à 8% des patientes sont touchées par l’évolution de 
métastases dans les méninges qui sont fatales et donnent un pronostic de survie de 4 à 6 semaines 
[47]. Une étude récente montre une utilisation encourageante de VHS-1 oncolytiques dans ce 
type de développement métastasique. Après injection d’un vecteur conditionné du VHS-1 dans 
la zone de développement de la métastase chez des souris, une réduction significative de la 
tumeur a été observée ainsi qu’une diminution progressive des symptômes liés à la pathologie 
[48]. Bien que prometteur, de plus amples recherches sont encore nécessaires avant de pouvoir 
utiliser cette stratégie chez les patients notamment pour étudier les éventuels effets secondaires 
que cela pourrait entraîner (mutations du virus, apparition de nouveaux symptômes…).   
1.1.4 L’architecture du virus 
Le virion mature VHS-1 contient 3 structures majeures : l’enveloppe, le tégument et la 




Figure 1. Structure physique et génomique du virion VHS-1. (A) Représentation de la structure 
globale du virion VHS-1 et la localisation des protéines virales. (B) Organisation générale du génome viral. UL 
pour séquence unique et longue et US pour séquence unique courte. TRL ou TRs pour termimal repeat et IRL ou IRs 
pour inverted repeat. Les trois origines de réplications oriL et oriS.  
1.1.4.1 Organisation génomique 
Le génome viral de VHS-1 est un ADN double brin linéaire de 152kb empaqueté dans 
la nucléocapside. Il consiste en une séquence unique longue (UL) et une séquence unique courte 
(US) dont la région UL correspond à 82% du génome [49]. Ces deux régions sont flanquées de 
part et d’autre de séquences répétées inversées a, a’, b, b’, c’ et c qui sont regroupées sous le 
terme de terminal (TRL ou TRS) ou inverted repeat (IRL ou IRS) (Figure 1B) [50]. Les noms 
des gènes sont associés à leur localisation dans le génome. Simplement, les gènes localisés dans 
le segment UL sont appelés UL et US pour les gènes présents dans le segment US. Concernant 
les protéines virales, elles sont nommées en lien avec leur propriété générale i.e. protéine 
infectieuse cellulaire (ICP), protéine du virion (VP), selon leur nature (ex : glycoprotéine M = 
gM) nommé par rapport à leur fonction (ex : Thymidine kinase) ou en utilisant directement le 
nom du gène (ex : gène UL11 = pUL11) (Annexe I). Le génome contient également trois 
origines de réplications (ori) qui sont nommées en fonction de leur localisation, oriL présent 
dans le segment UL en une seule copie et oriS dans le segment US en deux copies [51]. Plus 
précisément, oriL est localisé entre les gènes UL29 et UL30 alors que les deux copies d’oriS sont 
dans la séquence c [49]. Les 84 gènes de VHS-1 sont disséminés à travers le génome. Ceux 
présents dans les segments UL et US, sont en une seule copie alors que les gènes localisés dans 
les TR et IR sont en deux copies. Après le séquençage complet du génome en 1988 [52], une 
nomenclature a pu être mise en place afin d’identifier les gènes et leurs produits..  
1.1.4.2 La capside : une structure icosaédrique 
La capside du VHS-1, ou nucléocapside possède une structure bien définie de type 
icosaédrique T=16 (nombre de triangulation) pour une taille d’environ 125nm [53]. Son rôle est 
de protéger l’ADN viral et permet sa relâche dans le noyau de la cellule hôte lors de l’infection. 
La présence de quatre protéines majeures de la capside est directement responsable de cette 
morphologie. La protéine majeure de la capside est VP5 avec 955 copies. Elle forme deux 
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structures de capsomère que sont les pentons et les hexons. Ces derniers contiennent 
respectivement 5 et 6 monomères de VP5. Les pentons correspondent aux sommets et les hexons 
aux faces de la capside [54]. La présence de 6 copies de VP26 dans chaque hexon, permet de 
former un anneau continu autour des hexons en interagissant avec la partie supérieure de VP5 
[55]. Les capsomères sont connectés entre eux par des complexes hétérotrimériques, ou triplex, 
qui sont composés de deux protéines VP23 et d’une protéine VP19C [56]. Récemment, grâce 
aux techniques modernes comme la cryomicroscopie électronique (Cryo-EM), il est possible 
d’avoir une représentation 3D de la capside [57]. 
1.1.4.3 Le tégument 
L’espace compris entre l’enveloppe et la capside peut être qualifié de « soupe 
protéique », c’est le tégument (Figure 1A). Dans un virion, le tégument correspond à lui seul à 
40% de la masse protéique [58]. Des analyses par spectrométrie de masse montrent que le 
tégument contient des milliers de protéines entassées aussi bien virales et cellulaires. Parmi ces 
protéines, 23 protéines virales et de nombreuses enzymes, de protéines chaperonnes et de 
structures cellulaires ont été identifié [59]. Les protéines virales tégumentaires ont une 
abondance et une taille variées. La plus petite protéine retrouvée est pUL11 (10.5kDa) tandis 
que la plus grosse est pUL36 (335kDa) [59]. En termes d’abondance, les protéines les plus 
notables sont VP16 (𝛼-TIF, UL48), VP22 (UL49) et VP13-14 (UL47), présente en 600 – 1300 
copies par virion [60]. Certaines protéines du tégument vont avoir un rôle de connexion entre le 
sommet de la capside et l’enveloppe via les glycoprotéines. Cette caractéristique permet de 
garder une certaine distance entre la membrane virale et la capside [61]. Toutes ces protéines 
ont un rôle structural, mais régulent également différents aspects de l’infection, tel que décrit 
dans les sections suivantes. 
1.1.4.4 L’enveloppe   
VHS-1 est un virus enveloppé dont l’enveloppe provient directement des membranes 
cellulaires des cellules hôtes. Cette enveloppe est une bicouche lipidique correspondant à la 
structure la plus externe du virion (Figure 1A). Sa composition lipidique se traduit par une 
concentration importante de sphyngomyéline et de phosphatidylsérine qui a été acquise le plus 
probablement au trans-Golgi network (TGN) [62]. Par ailleurs, la présence de cholestérol 
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permet un maintien stable de l’enveloppe, de réduire sa perméabilité et permettrait de faciliter 
la fusion avec la membrane plasmique (MP) lors de l’infection [63]. L’enveloppe contient aussi 
toutes les glycoprotéines virales responsables du caractère infectieux du virion même si dans le 
cas du VHS-1 certaines d’entre elles ne sont pas absolument nécessaires [64]. On dénombre 
treize glycoprotéines présentes dans l’enveloppe du virion mature, dont gC, gD, gH, gG, gH, gI, 
gJ gL, gB, gK, gN, gM et gE ainsi que d’autres protéines membranaires non glycosylées comme 
pUL20 et pUL56. Parmi les glycoprotéines, certaines vont former des complexes (gH/gL, gE/gI 
et gM/gN) ([65], [66]).  
1.1.5 Le cycle viral 
1.1.5.1 Le mécanisme d’entrée 
La première étape de l’infection du VHS-1 est le ciblage et l’attachement aux cellules 
hôtes (Figure 2 (i) et Figure 3). VHS-1 est connu pour avoir plusieurs mécanismes d’entrée 
selon le type cellulaire. Dans les cellules Vero et les neurones humains, l’entrée se fera 
préférentiellement par fusion de l’enveloppe virale avec la MP ([67], [68]) alors que 
l’endocytose sera préférée pour les cellules épithéliales telles que les HeLa, les CHO et les 
kératinocytes [69]. La voie de l’endocytose peut différer d’un type de lignée cellulaire à une 
autre puisqu’elle peut dépendre, ou non, du pH [70] alors qu’un réarrangement du cytosquelette 
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Figure 2 : Étapes du cycle viral du VHS-1 dans une cellule infectée.  (i) Ciblage et attachement 
du virus à la cellule hôte suivie (ii) d’un transport rétrograde vers le noyau de la capside. (iii) Libération de l’ADN 
viral dans le noyau. (iv) Formation des capsides et encapsidation en parallèle de la réplication de l’ADN viral. (v) 
Sortie nucléaire de la capside contenant l’ADN viral via l’enveloppement primaire puis déenveloppement pour une 
libération dans le cytoplasme. (vi) Transport antérograde vers le site de réenveloppement. (vii) Site de 
réenveloppement. (viii) Relâche du virion mature dans le milieu extracellulaire. Modifiée de [72].  
L’entrée est un mécanisme complexe qui requiert l’interaction de plusieurs 
glycoprotéines virales avec les récepteurs de l’hôte dans un processus séquentiel (Figure 3) 
[73]. Chaque glycoprotéine impliquée dans l’entrée peut interagir avec plusieurs récepteurs, 
d’autres glycoprotéines et/ou changer de conformation pour induire la fusion membranaire [74]. 
L’initiation de l’attachement commence avec gD qui est la principale protéine de liaison aux 
récepteurs du VHS-1. Lors de l’entrée elle interagit avec trois classes de récepteurs : les 
membres de la famille des récepteurs TNF (médiateur d’entrée des herpès virus (HVEM)), des 
molécules d’adhésion cellulaire (nectin-1 et nectin-2) et l’héparane 3-O sulfaté ([75], [76]). 
Brièvement, l’interaction de gD avec l’un de ses récepteurs entraîne une modification de sa 
conformation qui entraîne le déplacement d’un domaine particulier appelé domaine de profusion 
dans sa partie C-terminal (Ct). Différents sites localisés dans ce domaine de profusion  peuvent 
interagir avec gH/gL et gB ([77], [74]). Cette interaction active le caractère fusogène de gB et 
lui permet d’interagir avec des récepteurs comme le récepteur alpha immunoglobuline de type 
2 (PILR𝛼) entraînant la fusion de l’enveloppe virale à la MP ou la surface des endosomes ([78], 
[79], [80]).  
Suite à cette fusion, la capside non enveloppée se retrouve dans le cytoplasme et associée 
à quelques protéines tégumentaires. Parmi ces protéines, pUL36 et pUL37 restent associées à la 
capside permettant son transport vers le noyau via les microtubules ([81], [82], [83]). Delà, la 
capside est dirigée vers les complexes de pores nucléaires (NPC) où l’ADN viral va être libéré 
dans le noyau ([84], [85]). Suite à cette libération, la capside vide est éventuellement libérée 





Figure 3 : Mécanisme d’attachement et d’entrée lors de l’infection du VHS-1. Le virus est 
ciblé et s’attache à la MP de la cellule hôte via l’interaction de ces glycoprotéines et des récepteurs cellulaires. 
Ceci entraîne l’initiation de la fusion membranaire entre l’enveloppe virale et la MP ou l’entrée par endocytose 
ou phagocytose. Modifiée de [70].  
1.1.5.2 Expression et Réplication du génome viral  
L’expression des gènes viraux est classée en 3 groupes distincts : les gènes immédiats 
précoces (𝛼 ou IE), précoces (𝛽 ou E) et tardifs (ɣ ou L) [87]. Les gènes IE sont les premiers à 
être transcrits par la machinerie transcriptionnelle via l’ARN polymérase II de l’hôte [88] et sont 
stimulés par les protéines tégumentaires VP16, ICP0 et ICP4 qui proviennent du virus entrant 
[89]. Les gènes E, peuvent être transcrits lorsque les protéines IE ont été synthétisées et vont 
permettre l’initiation de la réplication de l’ADN viral ainsi que la transcription des gènes L. Les 
gènes L sont subdivisés en deux groupes sous les termes leaky-late (ɣ1) et true-late (ɣ2) et 
codent principalement pour des protéines de structures virales [87]. Les gènes ɣ1 ont une 
expression retardée par rapport aux gènes E. En revanche, l’expression des gènes ɣ2 dépend 
strictement de l’amplification de l’ADN [90].  
La réplication du génome viral prend place dans le noyau dans une structure spéciale 
appelée compartiment de réplication [91]. Ce compartiment est associé à une sous-structure 
nucléaire impliquée dans de nombreux processus cellulaires (apoptose, réparation de l’ADN, 
l’oncogenèse etc. …), le domaine nucléaire 10 (ND10)  [92]. ND10 est capable de se déformer 






déacétylases et méthyltransférases) et des histones chaperones lors d’une infection virale où son 
rôle est de réprimer l’expression des gènes viraux ([93], [94], [95]). Malgré ce mécanisme de 
défense cellulaire, VHS-1 est capable de le contourner grâce à ICP0 qui va dégrader le ND10 
grâce à son activité ubiquitine ligase E3 [93].  
Une fois dans le noyau, l’ADN viral se circularise et la réplication est initiée à l’un des 
trois sites d’origines de réplication (Figure 4). Parmi les gènes que le génome contient, sept 
d’entre eux codent pour des protéines essentielles à la réplication. La protéine pUL9 s’associe à 
une des origines de réplication et forme un ADN simple brin (ou brin matrice) grâce à sa fonction 
hélicase [96] permettant la fixation de la protéine ICP8 [97]. Puis, un complexe hélicase-primase 
pUL5/pUL8/pUL52 et un second complexe d’une polymérase à ADN pUL30/pUL42 vont être 
recrutés par ICP8 permettant l’initiation de la réplication de l’ADN (Figure 4B) [98]. Celle-ci 
se fait en deux temps. Dans un premier temps, une structure intermédiaire en forme θ se met en 
place dans la fourchette de réplication, permettant une réplication bidirectionnelle de l’ADN 
viral. Puis, un mécanisme de réplication de type rolling-circle produit une succession de 
plusieurs copies identiques d’ADN appelé concatémères et permet la production de nouveaux 












Figure 4 : Réplication du génome viral de VHS-1. (A) Mécanisme général de la réplication. (B) 
Implications et représentations des protéines dans la fourche de réplication responsable de la formation de la 
structure intermédiaire θ. Modifiée de [100]. 
1.1.5.3 Assemblage des capsides et encapsidation de l’ADN viral 
Dans les cellules infectées, quatre types de capsides vont se former dans le noyau : les 
procapsides et les capsides A, B et C (Figure 2 (iv) et Figure 5). L’assemblage des capsides du 
VHS-1 nécessite la participation de protéines d’échafaudage (scaffold) préVP22a (UL26.5) et 
la protéase UL26. Ces protéines d’échafaudage vont former une base interne et interagissent 
directement avec le triplex protéique formé de la protéine majeure de la capside VP5 (UL19), 
VP23 (UL18) et VP19C (UL38) [101]. Afin de permettre l’entrée et la sortie de l’ADN viral de 
la capside, 12 unités de pUL6 vont former une structure en anneau ou portal [102]. Ces protéines 
donnent naissance à une procapside ayant une forme plus sphérique plutôt qu’icosaédrale et 
moins stable que les capsides matures. Afin d’acquérir une meilleure stabilité, un processus de 
maturation s’initie avec la protéase UL26 qui s’autoclive et clive le produit du gène UL26.5 
pour donner respectivement, VP21 et VP24 et preVP22a. La protéase mature VP24 clive à son 
tour le produit preVP22a pour donner la VP22a [103]. Cette étape permet à la procapside de se 
stabiliser et de former les capsides matures ayant leur forme caractéristique icosaédrique que 
sont les capsides A, B et C (Figure 5). Chacune de ces capsides possède un aspect propre et 
distinguable en microscopie électronique (EM). Ces trois capsides ont une composition 
protéique similaire, mais seule la capside C contiendra le génome viral au complet et correspond 
à la forme mature de la capside trouvée dans les virions matures. La capside A se différencie 
par la perte des protéines d’échafaudage (VP24, VP21 et VP22a) et est incapable d’incorporer 
l’ADN alors que la capside B conserve quelques une de ces protéines, mais n’est pas optimisée 
pour l’empaquetage de l’ADN [104].  
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Figure 5 : Présentation de l’anatomie des différentes capsides du VHS-1. Les différentes 
compositions protéiques des quatre différentes formes de capsides présentes dans le noyau au cours du cycle viral. 
Modifiée de [104].  
L’encapsidation est le mécanisme permettant à l’ADN viral nouvellement formé d’être 
contenu dans les capsides matures, essentiellement les capsides C. Des analyses génétiques ont 
montré que 7 gènes sont impliqués dans l’empaquetage de l’ADN dans les capsides (UL6, 
UL15, UL17, UL25, UL28, UL32 et UL33). Si VHS-1 présente un défaut sur un de ces gènes, 
la réplication se fait correctement, mais l’internalisation de l’ADN dans les capsides n’aura pas 
lieu [105]. Brièvement, l’ADN entre dans la capside via un site spécifique : les pentons où l’on 
trouve douze protéines portal UL6 [102]. L’ADN étant sous forme de concatémère, un 
complexe protéique de terminase (UL15 et UL28) va le cliver pour former de l’ADN 
monomérique permettant d’avoir une seule copie de génome viral par capside. Enfin, la pUL25 
joue un rôle de rétention de l’ADN dans la capside en fermant le pore d’entrée de l’ADN dans 
la capside ([105], [87], [106]).  
1.1.5.4 Sortie nucléaire des virions : la traversée de l’enveloppe nucléaire 
Les capsides nouvellement formées doivent maintenant sortir du noyau (Figure 2 (v)). 
Dans la littérature, plusieurs modèles, plus ou moins controversés, sont proposés pour expliquer 
cette sortie nucléaire. Le modèle luminal émet l’hypothèse que la capside sort du noyau par 
bourgeonnement avec l’enveloppe nucléaire interne (MNI), donnant une capside enveloppée 
dans l’espace périnucléaire qui est contiguë avec le lumen du réticulum endoplasmique (RE). 
Les virions enveloppés seraient transportés par transport vésiculaire de la membrane externe du 
noyau (MNE) vers l’appareil de Golgi de la même façon que le sont les protéines destinées à la 
MP. Puis ils seront excrétés de la cellule dans le milieu extracellulaire par fusion membranaire 
entre les vésicules contenant les virions et la MP ([107], [108]). Le modèle des pores nucléaires 
suggère alternativement que les nucléocapsides sortent directement du noyau via les NPC [109]. 
Cette dernière a été émise à partir d’observations de cellules infectées en EM où des 
élargissements ont été observés, suggérant que les NPC pouvaient se dilater [110]. Cependant, 
les NPC présentent une flexibilité dans leur composition protéique permettant de moduler sa 
structure, mais son diamètre reste sensiblement le même et ne semble pas pouvoir être modifié 
[111]. Le modèle de dé-enveloppement-enveloppement propose quant à lui que le virion 
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enveloppé présent dans l’espace périnucléaire fusionne avec la MNE libérant la capside dans le 
cytoplasme, qui serait réenveloppée dans l’appareil de Golgi [112] (Figure 6). Ce dernier est le 
modèle le plus accepté [113]. Selon ce modèle, les capsides C sortent du noyau via l’utilisation 
d’un complexe viral, le complexe de sortie nucléaire (NEC) qui a un rôle clef [114]. Ce 
complexe est composé des protéines pUL31 et pUL34, localisé majoritairement aux abords de 
la MNI [115]. Les NEC vont jouer des rôles multiples comme de recruter les nucléocapsides à 
la MNI via les protéines pUL17 et pUL25 ([116]), de détruire une partie de la lamina nucléaire 
via le recrutement de p32, de protéine kinase C (PKC) et de protéines virales pUs3 ainsi que de 
permettre la déformation de la MNI ([117], [118]). Cette étape permet l’enveloppement primaire 
des nucléocapsides. Une fois dans l’espace périnucléaire, le virion va subir un dé-
enveloppement suite à la fusion de son enveloppe primaire avec la MNE, potentiellement grâce 
aux glycoprotéines gB et gH ([119], [113]) ce qui est toutefois contesté ([108], [110]). Les 
capsides dans le cytoplasme poursuivent leur sortie à travers le cytoplasme afin de finaliser leur 
maturation (Figure 5B).  
1.1.5.5 Tégumentation et enveloppement final  
La tégumentation est le processus par lequel le virion va acquérir sa couche 
tégumentaire. En 2008, 23 protéines tégumentaires d’origine virale ainsi que 49 protéines 
cellulaires ont été identifiées dans une étude de notre laboratoire par spectrométrie de masse 
(MS) [59]. La capside acquiert ces protéines au noyau, à la membrane nucléaire, dans le 
cytoplasme et au TGN (Figure 2 (vi) et Figure 6) [120]. On distingue le tégument interne et 
externe selon l’association des protéines avec la capside ou l’enveloppe virale [121]. La couche 
tégumentaire interne est majoritairement composée des protéines pUL36 et pUL37 qui forment 
ensemble une structure fibreuse en interaction avec la capside au niveau des pentons et est 
impliquée dans le transport de la capside via les microtubules [122]. D’autres protéines comme 
ICP0 et ICP4 sont également trouvées à ce niveau [123].  Les protéines du tégument 
interagissent avec la capside d’un côté et avec les queues cytoplasmiques des glycoprotéines de 
l’autre côté permettant le maintien de l‘intégrité de la particule virale [121]. VP16 est une de 




Figure 6: Mécanisme de sortie du VHS-1 avec le modèle 
d’enveloppement/déenveloppement/réenveloppement. (A) Sortie du noyau, siège de 
l’enveloppement primaire et d’acquisition des protéines du tégument. (B) Enveloppement secondaire 
(protéines du tégument et enveloppe finale) qui commence dès la sortie du virus dans le cytoplasme et 
se poursuit dans le TGN. (C) Sortie du virion mature. Modifiée de [113].  
Des études ont fourni des évidences que le site de l’enveloppement secondaire 
correspond le plus vraisemblablement au TGN (Figure 6B). En commun avec les autres 
Alphaherpesvirus, le site d’enveloppement final de VHS-1 a été trouvé par l’analyse de 
l’association capside/TGN via des marqueurs et l’utilisation de traitements perturbant le TGN 
([108], [125], [126], [127]). Bien que plusieurs autres sites aient été proposés, comme les 
membranes des endosomes, les tubules émanant de la MP  ([128], [128]), le TGN semble être 
le site majeur du réenveloppement. Par ailleurs, des études sur la composition lipidique des 
virions extracellulaires montrent une ressemblance avec la membrane du TGN/Golgi [62]. Le 
transport des capsides vers le TGN se fait via l’interaction entre des protéines tégumentaires 
pUL36 et pUL37 avec les kinésines des microtubules ([129], [130]).  Certaines protéines du 
tégument et des glycoprotéines permettent le réenveloppement au TGN via un réseau complexe 
d’interactions protéiques. Des protéines comme pUL11 et pUL49 s’incorporent aux virions au 
moment de l’enveloppement. La protéine pUL11 interagit avec des protéines tégumentaires 
comme pUL16 et pUL21 [131] alors que pUL49 interagit avec les glycoprotéines gE/gI et gM 
et la protéine tégumentaire VP16 se liant elle-même à gD ([132], [133]). Les protéines comme 
VP16, gD et gE/gI jouent un rôle majeur et central dans cette maturation. En absence de VP16, 
il a été observé une accumulation dans le cytoplasme de capsides non enveloppées ([134], 




permettant la formation de l’enveloppe finale ([121], [136], [137], [138]). La capside 
enveloppée sort du TGN par transport vésiculaire qui fusionne avec la MP libérant par exocytose 
la nouvelle particule virale mature dont le processus dépend de la protéine kinase D (PKD) 
(Figure 6C) ([139], [140] 
1.2 La glycoprotéine M 
1.2.1 gM chez les Herpesviridae 
La conservation de la glycoprotéine gM dans l’ensemble de la famille Herpesviridae 
suggère un rôle important dans le cycle viral ([141], [142], [143], [144]). Cependant, 
dépendamment des espèces virales considérées, gM va avoir un rôle plus ou moins important. 
En effet, chez le VHS-1, EHV, PRV et BHV-1 la délétion du gène UL10 entraîne des impacts 
notables sur le cycle viral tel qu’une diminution du titre viral de 10 à 100 fois et un retard dans 
la cinétique du virus comparé aux virus sauvages  ([145], [146], [147]). Bien que cette délétion 
ait un impact, il y a toujours production de virions infectieux, ce qui sous-entend un rôle non 
essentiel de gM dans la réplication de ces virus en condition in vitro. A contrario, une délétion 
de gM dans les virus herpès MDV, EBV, HCMV, HHV-6 et MHV-68 montre que gM est 
essentielle à leur réplication ([148], [149], [150], [151], [152]). Des treize glycoprotéines virales 
que le virus contient, gM est la première détectée dans les MN mais on ne sait toutefois pas 
comment elle y est ciblée. 
1.2.2 De l’expression de son gène à sa maturation 
gM a été découverte en premier chez le cytomégalovirus (HCMV) et est commune à tous 
les Herpesviridae [153]. Bien  que son gène est considéré comme un gène tardif, l’expression 
de son gène se fait très tôt dans le cycle et ce avant même la réplication de l’ADN viral qui a 
lieu vers 5 hpi (heures post-infection) ([154], [155]). Elle est codée par le gène UL10 de 1422 
pb, qui est transcrit et traduit pour donner une glycoprotéine de 473 acides aminés (AA) 
transmembranaire de type III, protéines possédant plusieurs domaines transmembranaires dans 
un seul polypeptide. gM est exprimée sous forme d’un précurseur de 47 kDa donnant après 
maturation une glycoprotéine mature de 53-63 kDa [156]. Par analyse bio-informatique, il est 
prédit que gM possède 8 domaines transmembranaires, avec un C-terminal (Ct) et N-terminal 
 
18 
(Nt) cytoplasmiques (Figure 7). En effet, l’absence de peptide signal clivable, prédit que le Nt 
de gM, exprimé à la surface cellulaire, est intracellulaire [157]. Toutefois, l’orientation réelle de 
gM dans la membrane reste à être défini expérimentalement. 
La protéine gM contient 2 sites de N-glycosylation. Lors de la maturation, les N-
glycosylations sont initiées au ER co-traductionnellement via les enzymes glucosidases et 
mannosidases. C’est dans à l’appareil de Golgi (cis, médial et trans) que les N-glycosylation 
vont subir des étapes supplémentaires d’élongation [158]. Le premier site est au 71e AA dans 
une région hydrophile conservée chez les homologues d’UL10 chez le CMV et le virus varicella-
zoster (VZV) et le deuxième site au 271e AA (Figure 7) ([156], [159], [160]). Cette 
modification post-traductionnelle joue un rôle de contrôle de qualité de la protéine au ER et est 
directement impliquée dans le repliement de la protéine permettant à gM d’acquérir sa forme 
mature [161]. La glycoprotéine gM contient également à l’extrémité Ct quatre motifs tyrosine 
de type YXXØ (Y : tyrosine; X : n’importe quel acide aminé; Ø : acide aminé hydrophobe). Ce 
motif joue un rôle important dans l’endocytose et le ciblage vers les compartiments 
intracellulaires via l’interaction avec des protéines adaptatrices de la clathrine ([162], [157]). 
Parmi les glycoprotéines que VHS-1 contient, gM est la plus hydrophobe [156]. Cette 
propriété de la protéine est à prendre en compte, car elle a tendance à s’agréger lorsqu’elle est 
chauffée à 95°C en présence de dodécyl sulfate de sodium (SDS) lors de la préparation des 
échantillons pour l’immunoblot. Ceci entraîne une précipitation de la protéine au fond du puit 
et empêche sa migration sur le gel. Afin d’empêcher cela, les échantillons contenant gM sont 




Figure 7 : Topologie membranaire prédite de gM. Les flèches rouges indiquent la position des 2 sites 
de N-glycosylation. Le Ct (extrémité COOH) et Nt (NH2) sont extracellulaires. Les 8 domaines transmembranaires 
en hélices sont dans la MP. Schéma fait sur SOSUI (logiciel de prédiction) [163] et tiré de la thèse de J. Zhang 
(2009) [164]. 
1.2.3 Fonctions connues de gM 
1.2.3.1 Rôles de gM à la membrane plasmique 
L’expression par transfection des glycoprotéines gB, gH, gD et gL de VHS-1 à la MP 
est nécessaire et suffisante pour induire cette fusion cellulaire [165]. Dans ce contexte, gM joue 
un rôle important dans l’inhibition de la fusion cellule-cellule lorsque localisée à la MP [157]. 
En effet,  des études ont montré dans un contexte de transfection que le complexe gM/gN de 
VHS-1, HHV-8, EHV-1, ILTV et gM (sans gN) de PRV ont un effet inhibiteur efficace dans 
cette fusion en délocalisant les glycoprotéines gD, gH et gL de la MP au TGN ([157], [143]). 
Le changement de localisation de ces glycoprotéines est partiellement dû à leur internalisation 
par endocytose médiée par la clathrine [157]. Il a également était démontré que gM, de PRV et 
VHS-1, est capable de relocaliser des protéines autres que les glycoprotéines herpétiques, tel 
que la protéine HRSV F de la surface cellulaire au TGN [157]. Ces observations sont corrélées 











Moloney (MoMLV) ([143], [165]). À l’opposé de l’effet inhibiteur sur la fusion cellule-cellule, 
gM peut stimuler l’entrée du virus dans un contexte d’infection avec des souches syncytiales 
induisant la formation de syncytium et que cet effet est renforcé en présence de gN exogènes 
([166], [167]).  
1.2.3.2 Rôles de gM au TGN et au noyau 
Il a été proposé que l’habilité du complexe gM/gN à causer la localisation des protéines 
gD et gH/gL vers le TGN contribue à maintenir une concentration suffisante de glycoprotéines 
au site d’enveloppement secondaire, permettant ainsi un assemblage et une sortie efficace du 
virus [157]. Cette possibilité concorde bien avec les observations montrant que la perturbation 
du gène gM dans le PRV et celle du gène gM ou gN dans le EHV-1, associées à l’absence de 
complexe gE/I dans ces virus, ont conduit à de graves défauts dans l’enveloppement secondaire 
([168], [169]). Un grand nombre de nucléocapsides non enveloppées s’accumulent alors dans le 
cytoplasme et a pour conséquence une forte diminution de la relâche de virions enveloppés dans 
le milieu extracellulaire ([168], [169]). Il est donc suggéré que gM joue un rôle important dans 
le ciblage des nucléocapsides et leur maturation au site d’enveloppement secondaire. Des 
résultats similaires ont été observés avec le triple mutant PRV gE/gI/gM-, car il empêche 
l’incorporation de la protéine tégumentaire pUL49 dans les virions qui interagit par ailleurs avec 
le domaine cytoplasmique de gM ([146], [135]). D’autres délétions chez VHS-1 et PRV de la 
protéine gM et pUL11 a également pour conséquence une inhibition de l’enveloppement 
secondaire ([138], [170], [171]). 
Connaissant le rôle de gM dans l’activité syncytiale et la relocalisation des protéines gB, 
gD et gH au TGN, Zhang J et al. ont suggéré que gM pourrait empêcher une fusion incontrôlée 
entre la MNI et MNE [155]. En effet, elle présente avant les autres glycoprotéines responsables 
de la fusion virale durant l’entrée et également présentes aux membranes nucléaires [155]. Du 
fait de la localisation précoce de gM à la MN, il se peut qu’elle régule ces molécules à la MN. 
Considérant le modèle de déenveloppement/réenveloppement, gM pourrait moduler la fusion 
des virions VHS-1 périnucléaires avec la MNE. Une autre hypothèse est que gM pourrait avoir 
un rôle dans les invaginations nucléaires notamment pour réduire la distance entre le site de 
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réplication intracellulaire et le cytoplasme [155]. Bref, le rôle de gM au noyau reste à être 
élucidé.  
1.2.4 Les partenaires connus de gM  
1.2.4.1 Le complexe gM/gN 
La glycoprotéine gN comprenant 91 AA est codée par le gène UL49.5, exprimée 
tardivement dans le cycle viral. C’est une protéine transmembranaire de type I comprenant un 
seul domaine transmembranaire et est conservé chez les Herpesviridae. Lorsque gN est à la MP, 
son Nt est extracellulaire et son Ct est du côté cytosolique [172]. Comme c’est le cas pour gM, 
gN ne serait pas essentielle pour la réplication en condition in vitro chez les Alphaherpesviridae 
([173], [141], [174]). Lors de l’infection, gN reste préférentiellement dans le ER sauf en cas 
d’interaction avec gM qui permet son transfert au TGN ([172], [167]). Dans le VHS-1, 
l’interaction gM/gN se fait via un unique pont disulfure entre la cystéine C46 du côté cytosolique 
de gN et de la cystéine C59 de gM [172]. Cette interaction physique entre gM et gN a également 
été trouvée et décrite chez PRV, HCMV, EBV, BHV-1, MDV et HHV-8 avec l’implication de 
cystéine à des positions différentes ([141], [173], [143], [144], [148], [142]). Cependant, cette 
interaction ne serait pas impliquée dans le transport du complexe gM/gN du RE au TGN, mais 
serait dû à une interaction non covalente via leur Nt [172]. Une étude de notre laboratoire a 
montré que les 132AA terminaux de gM sont importants pour une interaction efficace entre ces 
deux protéines et il a été suggéré que le complexe gN/gM induirait la formation de syncytium 
lors d’une infection avec un VHS-1 wt non syncytiaux en la présence de gN exogène  [167]. De 
plus, il semblerait que ce soit gM qui dicte à gN d’aller au TGN et non l’inverse car en absence 
de gM, gN n’est pas retrouvée au TGN [167]. 
1.2.4.2 Le complexe gK/pUL20 
La glycoprotéine gK (UL53) et la protéine membranaire pUL20 (UL20) font partie des 
protéines que l’on trouve dans l’enveloppe du VHS-1. Il a été montré que ces deux protéines 
forment un complexe fonctionnel et physique et que cette interaction est absolument nécessaire 
pour leur transport intracellulaire, leur expression à la surface cellulaire et à leur fonction de 
fusion membranaire lors de l’infection de VHS-1 ([175], [176]). Dans des cellules infectées, en 
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absence de gM, une réduction du niveau d’expression de pUL20 a été observée suggérant une 
fonction stabilisatrice de la part de gM ([166], [177]). Une expérience d’immunoprécipitation 
montre que gM interagit directement avec pUL20, elle-même lié à gK [166]. Cette interaction 
de gM avec le complexe gK/pUL20 permet le recyclage de gD et gH/gL de la MP vers le TGN 
par endocytose [177]. 
1.2.4.3 L’interaction gM/E-Syt1 
Les protéines E-Syts (Extended Synaptotagmines) sont une famille de protéine 
transmembranaire qui fonctionnent comme capteurs de Ca2+ à la membrane du RE [178]. Leurs 
fonctions principales sont de médier l’attachement du RE à la MP [179], le transfert de lipides 
entre ces deux membranes [180] et de signalisation par récepteur [181]. Contrairement à E-Syt2 
et E-Syt3 qui sont aux sites de contacts RE-PM, E-Syt1 est associée à la membrane du RE 
([179], [178], [182]). Récemment, une étude de notre laboratoire a montré par spectrométrie de 
masse qu’E-Syt1 est un nouveau partenaire d’interaction de gM [183]. Cette interaction est 
retrouvée dans les cas d’infections et de transfections, suggérant que les protéines virales ne 
sont pas requises pour cette interaction. Le rôle que joue cette interaction est encore mal connu, 
mais on sait que E-Syt1, conjointement à E-Syt3; module négativement la sortie du VHS-1 dans 
le milieu extracellulaire, sa propagation cellule-cellule et son entrée dans les cellules voisines 
[183]. 
1.2.4.4 Les autres partenaires  
Grâce à son domaine Ct, gM est capable d’interagir avec plusieurs autres protéines 
virales et/ou cellulaires permettant sa régulation durant le cycle viral. En 2012, une étude a 
démontré que gM est impliquée dans un gros complexe impliquant des protéines membranaire 
et tégumentaire [184]. Ce complexe est centré sur la protéine tégumentaire VP22 qui interagit 
directement avec gM ainsi qu’avec gE, formant le complexe gE-VP22-gM. À ce complexe 
s’ajoute les protéines ICP0 et gI donnant le complexe gE-VP22-gM-gI-ICP0 [184]. Il a été 
suggéré que la formation de ce complexe est corrélée à une morphogenèse et une propagation 
efficace du virus [184]. De plus, les protéines pUL31 et pUL34 interagissent avec gM afin 
qu’elles aient une localisation optimale à la membrane nucléaire tardivement dans le cycle [185]. 
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Finalement, chez les virus HHV-6, il a été montré que la protéine v-SNARE VAMP3 interagit 
uniquement lorsque celles-ci sont en complexe [186].  
1.2.5 Les localisations de gM  
Tout au long du cycle viral, gM va se retrouver à différentes localisations dans la cellule 
infectée. Lors de la phase d’entrée du virus, dans le cas de la fusion entre l’enveloppe virale et 
la MP, gM va être retrouvée à la MP [156]. Très tôt dans le cycle, vers 2 hpi le gène UL10 va 
être transcrit, traduit et gM est retrouvée à la MNI à 4 hpi, dans l’enveloppe des virions 
périnucléaires puis à la MNE. Plus tard dans le cycle, gM est retrouvé au TGN à 12 hpi et enfin 
dans l’enveloppe du virion mature montrant une localisation très dynamique de gM au cours du 
cycle viral ([155], [187]). Cependant, lorsque gM est exprimée seule dans les cellules, en 
absence de toute protéine virale, gM présente une localisation exclusivement au TGN. Si ces 
cellules transfectées sont ensuite infectées avec un virus n’exprimant pas gM (∆gM-2 VHS-1), 
gM est retrouvée à la MN à  4 hpi et au TGN à 12 hpi suggérant un rôle important de la part de 
certaines protéines virales dans la localisation dynamique de gM [155].  
1.2.5.1 La présence de gM au TGN 
Il a été suggéré que gM contient des signaux de localisation lui permettant d’être ciblée 
au TGN. Une étude du laboratoire a montré, avec plusieurs mutants, que gM atteint le TGN 
indépendamment d’autres protéines virales, d’homo-oligomérisation, et que d’autres 
informations de ciblages sont présentes dans les huit domaines transmembranaires de gM [188]. 
Ceci suggère que tous les domaines transmembranaires sont requis pour l’acquisition de la 
bonne conformation de gM et la sortie du RE. Plus précisément, il a été montré que ce sont les 
résidus 19 à 343, comprenant les domaines transmembranaires, qui sont suffisants pour cibler 
la protéine au TGN et pour soutenir les fonctions virales [188]. Cependant, on ignore comment 
cette protéine se retrouve aux membranes nucléaires et ce qui stimule sa relâche vers le TGN.  
1.2.5.2 La présence de gM aux membranes nucléaires  
On ne sait pas par quel mécanisme gM se retrouve aux membranes nucléaires. En outre, 
la localisation de gM au noyau ne dépend pas de ses partenaires d’interaction connus à ce jour 
puisque sa localisation au noyau n’est pas altérée par ces derniers et qu’ils ne colocalisent pas 
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avec gM au noyau à 4 hpi [155]. Les protéines membranaires destinées à la MN contiennent des 
signaux de ciblage et de rétentions spécifiques. Par exemple, les protéines transmembranaires 
de la MNE y sont ciblées grâce à leur domaine KASH (Klarsicht, ANC-1, Syne Homology) 
localisé à leur Ct [189]. Ce domaine est reconnu par les domaines SUN des protéines 
membranaires de la MNI générant ainsi un échafaudage protéique continu qui relie 
physiquement le nucléosquelette au cytosquelette, appelé complexe LINC, comme c’est le cas 
avec les protéines de type Nesprines [190]. Les protéines transmembranaires destinées à la MNI 
doivent passer le long de domaines qui forment la périphérie du canal des NPC (Figure 8A) 
[191]. En effet, les glycoprotéines étant des protéines hydrophobes, elles ne peuvent pas 
directement passer à travers les NPC [192]. Cependant, plusieurs modèles sont proposés pour 
expliquer le ciblage des protéines transmembranaires ou glycoprotéines vers la MNI. Quatre 
modèles de voies de signalisation sont proposés soit la diffusion-rétention, le transport médié 
par un facteur, le transport via un motif de tri et un transport par vésicules (Figure 8) [192].  
 
Diffusion-rétention Transport médié par un facteur





Figure 8 : Les quatre modèles de ciblage à la MNI. (A) Modèle de diffusion-rétention où la protéine 
membranaire est prise en charge par une protéine cargo puis passe à travers d’un canal latéral du NPC. (B) 
Modèle du transport médié par un facteur tel que la karyophérine, transport actif avec libération du facteur par la 
Ran-GTP dans le noyau. (C) Modèle de transport via un motif de tri présent dans la protéine membranaire. Ce 
motif est reconnu par un transporteur comme les importines 𝛼	16	qui	est	libéré	dans	le	noyau	grâce	à	l’action	
du	 complexe	 Nup50/Nup2.	 (D)	 Modèle	 de	 transport	 vésiculaire	 avec	 invagination	 de	 la	 MNE	 pour	
transporter	la	protéine	membranaire	vers	la	MNI	par	fusion	membranaire.	Adaptée	de	[192].		
Le modèle de diffusion-rétention suggère que la protéine de la MNI est capable de 
diffuser librement du RE à la MNE et de diffuser de la MNE vers la MNI en passant à la 
périphérie du canal des NPC (Figure 8A) ([193], [194], [195]). De plus, l’étude de 
l’ultrastructure des NPC révèle que le canal périphérique peut être suffisamment large pour le 
passage de protéines membranaires dont leur domaine nucléoplasmique ou extraluminal est 
relativement petit ([196], [197]). Par exemple, une étude sur le LBR (récepteur à la lamine B) 
montre une sélection de taille durant ce transport : une version de LBR avec sa région 
extraluminal de 22kDa est localisée à la MNI alors qu’une version de 70kDa ne l’est pas ([198], 
[199]). Le modèle du transport médié par un facteur propose que les protéines de la MNI 
contiennent une séquence NLS (nuclear localisation sequence) dans leur domaine extraluminal 
et facilite leur interaction avec les karyophérines dans le cytoplasme (Figure 8B) ([192], [200]). 
Les karyopherines jouent un rôle de transporteurs à travers le NPC puis sont libérées du cargo 
grâce au Ran-GTP dans le noyau. Beaucoup de protéines de la MNI possèdent une séquence 
NLS. Cependant, leur mutation ou délétion n’affecte pas toujours la localisation de la protéine, 
suggérant une autre caractéristique contribuant à ce ciblage ([201], [202]). Cette autre 
caractéristique est une séquence transmembranaire hydrophobe adjacente à une région 
contenant des acides aminés chargés positivement, est appelée INM-SM (inner nuclear 
membrane sorting motif) ([203], [204]). Ce troisième modèle implique cette séquence qui est 
reconnue par une version tronquée de la karyophérine-𝛼, connue sous le nom d’importine-𝛼-16 
(Figure 8C) ([205], [206]). Le transport de la protéine transmembranaire se fait à travers la 
périphérie du canal du NPC et la relâche de l’importine-𝛼-16 dans le noyau est stimulée par 
Nup50/Nup2 [206]. Le dernier modèle est un modèle vésiculaire (Figure 8D). La protéine 
transmembranaire est localisée à la MNE qui s’invagine pour former une vésicule dans l’espace 
périnucléaire et fusionne avec la MNI dont le mécanisme est indépendant des NPC ([192], 
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[207]). Ce modèle a notamment été observé lors d’une étude sur la signalisation des Wnt dans 
jonctions neuromusculaires chez la Drosophile [208], mais ce mécanisme est encore mal connu. 
Quoi qu’il en soit, que ce soit pour les protéines virales ou cellulaires, on ne sait pas comment 
les protéines sont ciblées à la MNI. 
1.3 Identification de nouveaux partenaires : la BioID 
Par le passé, l’identification de partenaires de gM potentiellement impliqués dans sa 
localisation a été étudiée, mais aucun ne semblent justifier la présence de gM au noyau, ni sa 
relâche vers le TGN. On a donc pris pour acquis que gM a des interactions transitoires ou de 
faibles affinités. Or, les techniques comme la co-Immunoprécipitation (co-IP) ou la Proximity 
Ligation Assay (PLA) n’ont pas la sensibilité requise pour détecter les interactions faibles ou 
transitoires [209]. Pour cette raison, on s’est penché sur l’utilisation d’une méthode de proximité 
telle que la BioID comme approche. 
BirA est une enzyme de 35 kDa qui se lie à l’ADN et qui a été trouvée à l’origine chez 
Escherichia coli. Dans le système bactérien, le substrat naturel de BirA est la protéine Biotin 
carboxyl carrier (BCCP) et participe aux modifications post-traductionnelles de l’acétyl-coA 
carboxylase ([210], [211]). Du fait de sa petite taille, la biotine (244 Da) n’altère pas la plus part 
des propriétés des molécules [212]. La découverte du mutant BirA (R118G), appelé BirA*, 
permet d’avoir une enzyme plus active et qui ne se fixe pas à l’ADN ([213], [214]). BirA* est 
fusionnée à une protéine d’intérêt qui lorsqu’exprimée dans la cellule, permet la biotinylation 
de toutes les protéines proches de manière covalente et irréversible [215]. Cette activité a ensuite 
été confirmée chez les cellules de mammifères par l’équipe de Roux et al. [215]. Ces dernières 
années, la BioID (proximity-dependent Biotin Identification) s’est rapidement imposée comme 
nouvelle méthode de marquage des partenaires stables ou transitoires [216]. Ces protéines 
peuvent être purifiées grâce à des billes de streptavidine, qui présentent une forte affinité pour 
la biotine en formant des liens forts non covalents suffisants pouvant supporter des lavages dans 
des conditions extrêmes. Ceci permet à certaines protéines qui restent normalement insolubles 
dans des détergents faibles de devenir solubles et d’être capturées comme c’est le cas pour gM 
[217]. Suite à cette purification, les protéines purifiées peuvent être identifiées par spectrométrie 
de masse. Le grand avantage de cette approche est que BirA* lie la biotine à toutes les protéines 
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qui sont en interaction directe ou à proximité, dans un rayon de 10nm environ, de la protéine de 




2 Objectifs et hypothèses de recherche 
L’objectif principal de ce projet de maîtrise est d’identifier de nouveaux partenaires de 
gM qui pourraient être impliqués dans son ciblage aux membranes nucléaires et comment elle 
y est relâchée en clarifiant le processus de ciblage. Puisque gM est retrouvée seule au TGN, 
qu’elle se retrouve au noyau à 4 hpi et au TGN plus tard dans l’infection, notre hypothèse est 
que de nouveaux partenaires viraux et/ou cellulaires sont impliqués dans cette localisation 
intracellulaire de gM. Afin d’atteindre notre objectif, notre approche se fera donc dans un cas 
d’infection à différents temps ; 4 hpi pour la MNI et 12 hpi pour le TGN. L’identification de 
nouveaux partenaires de gM se fera par BioID et les noyaux sont purifiés dans la condition 4 
hpi afin de mieux séparer les deux processus. Cette identification permettra de proposer 
éventuellement un modèle pour expliquer ce ciblage et bonifier notre compréhension du 
mécanisme qui permet au virus de transiter au travers des membranes nucléaires. 
 
 
3 Matériels et Méthodes 
3.1 Cellules et virus 
Les cellules 143B TK- (ostéosarcome humain, thymidine kinase négative) (ATCC CRL-
8303) et les HEK293 FlpIn sont maintenues en culture dans le milieu Dulbeco’s modified 
Eagle’s medium (DMEM, Sigma-Aldrich) supplémenté de 10% de sérum de bovin fœtal (FBS, 
Medicorps), 2 mM L-glutamine, 100 U/ml pénicilline-streptomycine ainsi que de 15 mg/ml de 
5-bromo-2 deoxyuridine (BuDr, Sigma-Aldrich) pour les cellules 143B TK- et de 100 µg/ml de 
Zéocine (Invivogen, ant-zn-05) pour les HEK293 FlpIn. Les cellules ont été maintenues dans 
du DMEM sans BuDr ou sans Zéocine 24h avant les transfections et les infections. Les cellules 
ont été testées pour l’absence de mycoplasmes contaminants.  
Le virus VHS-1 17+ wt fourni par Beate Sodeik et le virus ∆gM-2 (=∆gM-2xATG) VHS-1 
fourni par Gus Kousoulas, ont été produits sur les cellules BHK et titrés sur les cellules Vero 
(rein de singe vert d’Afrique). Le virus mutant VHS-1-gM/CTL, où gM est étiquetée avec VSV 
G, a été fait précédemment dans notre laboratoire via l’utilisation d’un bacmide [155]. Les 
cellules 143B TK- ont été infectées ou non à MOI 5 pendant 4 h ou 12 h.  
3.2 Anticorps utilisés 
Les anticorps primaires pour l’immunobuvardage et l’immunofluorescence ont été 
gracieusement obtenus de plusieurs sources. L’anti-gM PAS980 polyclonal nous a été offert par 
Lynn Enquist (Immunofluorescence (IF), 1 :300 ; Immunobuvardage, 1 :2000). Les autres 
anticorps ont été achetés commercialement : l’anti-HA monoclonal (IF, 1 :500 ; 
Immunobuvardage, 1 :2500, SantaCruz, SC-7392), l’anti-TGN46 polyclonal 
(Immunofluorescence, 5ug/ml, Abcam, Ab-50595), l’anti-LBR monoclonal (IF 1 :1000, 
Abcam, Ab-232731), l’anti-NPC mAb 414 monoclonal (IF, 1 :5000, Covance Research 
products) et l’anti-GAPDH monoclonal (Immunobuvardage, 1 :10000, Millipore, MAB374) et 
l’anti-CD81-APC (TAPA-1, cytométrie en flux, 1 :50 Biolegend #349509). Afin de détecter les 
protéines biotinylées par immunobuvardage, de la Streptavidin-HRP a été utilisée (1 :10 000, 
Abcam, Ab-7403). Tous les anticorps secondaires utilisés pour l’IF ont été commandés chez 
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Molecular Probes et ceux pour l’immunobuvardage ont été commandés chez Jackson 
ImmunoResearch. 
3.3 Construction des plasmides  
Des vecteurs pcDNA5FRT ont été envoyés à Mutagenex pour l’insertion de BirA*-HA 
(Addgene #36047) et UL10(gM)-BirA*-HA (construction 227-21) puis séquencées. Le 
plasmide pcDNA5FRT BirA*-HA a été utilisé pour insérer la séquence SV40 NLS en amont de 
BirA* avec le kit QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis (Agilent, 210518) selon les 
instructions du manufacturier. Les amorces utilisées étaient 
cttacgatgtaccggattacgcagccgaaaaaaaaacgcaaagttcgagtctagag (séquence SV40 NLS soulignée, 
amorce forward) et ctctagactcgaactttgcgtttttttttcggctgcgtaatccggtacatcgtaag (amorce reverse) et 
ont été purifiées par HPLC (IDT). Les bactéries ultra compétentes X10-Gold fournies avec le 
kit ont été transformées en ajoutant 1 µl de produit PCR et placées sur glace pendant 10 min. 
Un choc thermique a été fait pendant 45 s au bain-marie à 42°C. Les bactéries ont été mises en 
incubation à 37°C, 300 rpm pendant 1h dans le milieu Luria Bertani (LB) sans antibiotique. La 
préparation a ensuite été centrifugée à 1000xg 1 min et le culot est resuspendu dans 100 µl de 
LB avant de mettre les bactéries transformées sur de l’agar LB avec l’ampicilline (50 µg/ml) et 
incubées à 37°C toute la nuit. 
3.4 Génération des lignées cellulaires dans les cellules HEK293 
FlpIn 
Les plasmides pcDNA5FRT BirA*-HA, pcDNA5FRT NLS-BirA*-HA et pcDNA5FRT 
gM-BirA*-HA sont respectivement co-transfectées avec pOG44 dans les cellules HEK293 
FlpIn en utilisant la LipoD293 (SignaGen, SL100688) avec un ratio de 3 :1 LipoD (µg) : 
DNA(µg) comme indiqué par les instructions du manufacturier. Les cellules transformées ont 
été sélectionnées en présence de 200 µg/ml d’HygromycineB (Multicell, 450-141-xl). Les 
colonies ont été obtenues après 3-4 semaines et les colonies sélectionnées une par une à l’aide 
de cylindre de clonage et cultivées séparément. Les cellules ont ensuite été mises en culture dans 
un milieu de DMEM complété avec 200 µg/ml d’Hygromycine B pour maintenir la sélection. 
Toutes les lignées ont été testées pour l’absence de mycoplasmes contaminants. 
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3.5 Analyse par FACS 
Les cellules HEK293 gM-BirA*-HA et HEK293 FlpIn ont été collectées à partir de 
pétris de 10 cm avec le tampon de collecte (5 mM EDTA, 1% phosphated-buffered salin (PBS 
1X)) et incubées 10min à 37°C. Du DMEM complet a été ajouté aux cellules qui ont été 
resuspendues mécaniquement puis récupérées après centrifugation à 250xg, 5 min à 4°C. Le 
culot a été lavé 2 fois avec du PBS 1X 4°C. La concentration des cellules a été quantifiée par 
hémacytométre. Les cellules ont ensuite été resuspendues dans le volume approprié permettant 
d’ensemencer 2x106 cellules dans un puit d’une plaque de 96 puits. Pour la condition non 
perméabilisée, les cellules sont bloquées avec une solution de blocage (0,5% BSA, 2% de FBS 
dans du PBS 1X) pendant 30 min à 4°C avec agitation, lavées avec du tampon FACS (0,5% 
BSA, 0,05% de sodium azide dans du PBS 1X) et centrifugées à 250xg 2min 4°C. Les anticorps 
primaires, anti-HA (1 : 50, Santa Cruz, sc-7392) ou anti-ɣTubulin (1 :100, Sigma T6557) sont 
diluées dans le tampon FACS et ajoutés aux cellules pendant 30 min à 4°. Les cellules sont 
lavées avec le tampon FACS, suivie d’une centrifugation à 250xg 4°C 2 min et enlever le 
surnageant par inversion de la plaque. Les anticorps secondaires, anti-souris Alexa647 (1 : 1000, 
Molecular Probes, 1-31571) ou anti-CD81-APC (5 ul pour 1.106 cellules, Biolegend, 349509) 
ont été dilués dans du FACS Buffer et ajoutés aux cellules pour 1 h à 4°C dans le noir. Les 
cellules sont lavées comme décrit ci-dessus puis lavé deux fois avec du PBS 1X. Pour la 
condition perméabilisée, le même protocole a été utilisé sauf que le BD Cytofix/Cytoperm (BD 
Biosciences, 51-2090KZ) a été utilisé pendant 20min à 4°C avant l’utilisation de la solution 
bloquante. De plus, les solutions de FACS Buffer et de PBS 1X sont remplacées par la solution 
PermWash (BD biosciences, 51-2091KZ) pour le lavage et pour la dilution des anticorps. Dans 
les deux conditions, les cellules ont été resuspendues dans du PBS 1X dans des tubes de FACS 
avant analyse. L’acquisition a été faite avec le logiciel BD FACSDiva version 8.0.2 et les 
données ont été analysées avec le logiciel FlowJo version 10.4.1. 
3.6 Isolation nucléaire 
L’isolation des noyaux a été faite sur les cellules HEK293 NLS-BirA*-HA en utilisant 
le Lysis Buffer (225 mM Mannitol, 75 mM Sucrose, 5 mM Hepes pH 7.5, 1mM EGTA, 
complétée fraîchement avec la CLAP 1X et la benzonase 1X (Sigma Aldrich, E1014-25KU). 
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Les cellules sont gardées dans le Lysis Buffer sur glace pendant 30min et agiter toutes les 10 
min pendant 30s au vortex, afin de déchirer la membrane plasmique, puis centrifugées à 1000xg 
pendant 5 min à 4°C. Le culot est lavé trois fois avec le Lysis Buffer pour enlever tout 
contaminant cytoplasmique. Les échantillons ont subi trois cycles de gel / dégel puis sont passés 
à travers une aiguille 18G1/2 pour casser l’ADN cellulaire avant d’utiliser l’aiguille de 27G1/2 
cinq fois en éjectant l’échantillon sous haute pression. Les échantillons sont analysés par 
immunobuvardage comme décrit ci-dessous. 
3.7 Immunobuvardage  
Les lignées cellulaires HEK293 FlpIn, HEK293 BirA*-HA, HEK293 NLS-BirA*-HA 
et HEK293 gM-BirA*-HA sont collectées pour récupérer le lysat cellulaire avec le Ripa Buffer 
(20% SDS, 1% NP-40, 1% acide deoxycholic, 150 mM NaCl, 10mM Tris-HCl ph 7.4, complété 
fraîchement avec de la CLAP 1X et Benzonase comme décrit plus haut) et incubé pendant 30 
min à 4°C en rotation. Les échantillons sont centrifugés à 14 000xg 15 min 4°C. Les surnageants 
sont quantifiés par le test de Bradfod (Bio-Rad, Mississauga, Ontario, Canada). Les échantillons 
sont chargés sur un gel SDS-PAGE (gels de 10% ou gels en gradients 5-20%) et la migration se 
fait sous un courant constant de 120 V. Les protéines ont été transférées avec un courant constant 
de 300 mA pendant 1h30 sur une membrane de difluorure de polyvinyldène (PVDF) (Biorad, 
#1620177). Les membranes sont bloquées avec du sérum albumine bovin 5% (BSA, Sigma-
Aldrich, 17906) dans une solution de Tris saline et de 0.1% Tween 20 (TBST) (13.7 mM NaCl, 
0.27 mM KCl, 0.2 mM KH2PO4, 1 mM Na2HPO4, 0,1% Tween 20) pendant 1h à température 
ambiante (RT). Les anticorps primaires sont dilués dans du 5% BSA-TBST et incubés avec la 
membrane pendant 1h à RT ou toute la nuit à 4°C. Les membranes sont lavées trois fois 5 min 
avec du TBST et incubées avec l’anticorps secondaire conjugué à la peroxydase de raifort diluée 
dans du 5% BSA-TBST pour 1h à RT. Pour la détection, les membranes sont incubées 5min 
avec le Clarity Western ECL susbtrate (Bio-Rad) et le système ChemiDoc MP est utilisé pour 




3.8 Infections  
Les lignées cellulaires HEK293 BirA*-HA, HEK293 NLS-BirA*-HA et HEK293 gM-
BirA*-HA sont mises en croissance dans des boîtes de 24,5cm ou dans des plaques de 24 puits 
prétraitées à la poly-lysine (Sigma-Aldrich, P8920) pour éviter le détachement des cellules 
durant l’infection. Les cellules 143B TK- ont seulement été ensemencées dans les plaques de 24 
puits. Les cellules sont non infectées ou infectées à une multiplicité d’infection (MOI) de 5 pour 
la BioID ou MOI de 3 pour l’IF et sont incubées pendant 1 h à 37°C avec agitation pour 
l’adsorption du virus puis du DMEM a été ajoutée aux cellules pendant 4 h ou 12 h et incubées 
à 37°C. 
3.9 Immunofluorescence  
Les lamelles ont été préalablement traitées avec la poly-lysine pour éviter tout 
détachement des cellules.  Les cellules ont été fixées avec 3% de paraformaldéhyde dans du 
PBS pendant 30min à 4°C. Deux étapes de lavage ont été effectuées avec du PBS avant la 
perméabilisation avec 0,1% Triton-X100 filtré (Sigma, T9284) dans du PBS 1X pendant 4 min 
à RT. Les échantillons sont ensuite lavés deux fois avec du PBS 1X et les sites de liaisons 
protéiques non spécifiques ont été bloqués avec 10% de FCS pendant 30 min à RT. Les 
échantillons ont été marqués pendant 1 h à RT avec les anticorps primaires dilués dans 10% de 
FCS puis lavés trois fois avec du PBS 1X pendant 5 min. Les anticorps secondaires dilués dans 
du PBS 1X ont été appliqués pendant 45 min à RT suivie de trois lavages au PBS 1X. Les 
lamelles ont été placées sur des lames préparées en avance avec une goutte de Dako (Dako, 
53023) contenant 10 µg/ml de Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) et incubés à RT toute la nuit. 
Les images ont été obtenues avec le microscope confocal LSM800 URGB. L’analyse a été 
effectuée avec le logiciel Zen Pro version 2.3 (Zeiss). 
3.10 Purification BioID  
Le protocole qui a été utilisé pour la purification BioID a été adapté pour nos besoins à 
partir du protocole du laboratoire d’Anne-Claude Gingras [219], lui-même adapté et modifié du 
protocole de K.J Roux et al. [217]. Les lignées HEK293 BirA*-HA, HEK293 NLS-BirA*-HA 
et HEK293 gM-BirA*-HA ont été mises en croissance dans une plaque de 24,5 cm par condition 
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pour avoir une confluence de 75% pour le traitement à la D-Biotine (50 µM) pendant 24 h. 
Avant que l’incubation avec la D-biotine ne se termine, les cellules ont été infectées pendant 4 
h ou 12 h avec le ∆gM-2 (2xATG) VHS-1 à MOI 5 de telle sorte que l’incubation à la biotine 
et l’infection se terminent en même temps. Pour récolter les cellules, les cellules ont été lavées 
trois fois avec du PBS 1X puis après les avoir grattées, ont été collectées dans des tubes de 15 
ml avant d’être centrifugé à 500xg pendant 5min à 4°C. Le surnageant est enlevé et du tampon 
Ripa froid a été ajouté au culot (fraîchement complété avec la benzonase et la CLAP 1X). Deux 
cycles de sonication ont été appliqués avec 30 pulses à une amplitude de 30% et à une puissance 
de 3 sur glace avec l’appareil Branson Sonifier 450. Ensuite, du Tris-HCl (50mM, pH 7.4) a été 
ajouté avant un autre cycle de sonication comme décrit ci-dessus puis les échantillons ont été 
centrifugés à 16 000xg 10 min à 4°C. Pour l’immunobuvardage, 10% du lysat total a été gardé. 
Au même moment, les billes de Streptavidin-Sepharose (GE Healthcare, 170969-01) ont été 
resuspendues et lavées trois fois dans 1 ml de Ripa Buffer avec une centrifugation de 2 000 rpm 
pendant 1 min à 4°C. Cette étape permet l’équilibration des billes dans le tampon. Les 
échantillons ont été ajoutés à 70 µl de billes et incubés pendant 3 h à 4°C suivis d’une 
centrifugation à 2 000 rpm pendant 1 min à 4°C. Trois étapes de lavages successifs ont été 
effectuées dont les deux premiers avec le Ripa Buffer et le troisième avec l’ammonium 
bicarbonate (ABC) (50 mM) à 4°C avec une centrifugation à 2 000 rpm de 1 min à 4°C entre 
chaque lavage. Enfin, les échantillons ont été resuspendus dans 100 µl d’ABC et ont été 
quantifiés avec le Kit Pierce® BCA Protein Assay (PI23227). 
3.11 Digestion des protéines biotinylées et LC-MS/MS 
Les échantillons purifiés ont été envoyés à la plateforme protéomique de l’Institut de 
Recherche Clinique de Montréal (IRCM) et la digestion des échantillons a été fait comme suit. 
Les protéines sur billes ont été digérées avec 0.5 µg de trypsine (Sequencing Grade Modified 
Trypsin, Promega) toute la nuit à 37°C sous agitation. Les surnageants ont été collectées et les 
billes lavées deux fois avec 100 µl d’eau. Les surnageants de chaque lavage ont été regroupés 
puis réduit et alkylés. L’étape de réduction a été faite avec 9 mM de dithiothreitol à 37°C pendant 
30min et, après avoir refroidi pendant 10 min, l’étape d’alkylation a été faite avec 17 mM 
d’iodoacetamide à RT pendant 20 min dans le noir. Les surnageants ont été acidifiés avec l’acide 
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trifluoroacétique pour enlever les sels et tous résidus de détergents par MCX (Waters Oasis 
MCX 96-well Elution Plate) suivant les instructions du manufacturier. Après l’élution dans 10% 
d’hydroxyde d’ammonium /90% méthanol (v/v), les échantillons ont été séchés avec un Speed-
vac et reconstitué sous agitation pendant 15 min dans 15 µl de 5%FA et chargé dans une colonne 
C18 Self-Pack (75 µm i.d. x 150 mm) installée dans le système Easy-nLC II (Proxeon 
Biosystems). Les tampons utilisés pour la chromatographie étaient 0.2% d’acide formique (A) 
et 90% d’acétonitrile / 0.2% d’acide formique (B). Les peptides ont été élués sur gradient avec 
un débit de 250 nl/min. Le système HPLC était couplé à un spectromètre de masse Q Exactive 
(Thermo Scientific) via une source d’ion de Nanospray Flex. Le voltage du Nanospray et de la 
S-lens était fixé à 1.3-1.8 kV et 50 V, respectivement. La température capillaire était de 225°C. 
Les spectres de sondage MS à balayage (m/z 360-2000) ont été acquis avec une résolution de 
70 000. Les spectres MS/MS ont été analysés dans Orbitrap. 
3.12 Identification des protéines 
La recherche dans la base de données de protéines a été effectuée avec Mascot 2.6 
(Matrix Science) avec la base de données Refseq humaine couplée à la base de données du virus 
VHS-1. L’interprétation des données a été effectuée sur Scaffold (version 4.8). Seuls les hits 
prenant en compte les paramètres suivants ont été considérés : seuil de protéines et de peptides 
(>95%), nombre de peptides (>2), l’enrichissement (>10) et leur présence dans les triplicatas 
indépendants. 
3.13 Traitement aux siRNA 
Les cellules 143B ensemencées dans des plaques de 6 puits ont été transfectées pendant 
48h avec l’agent de transfection LipoJet (SignaGen laboratories, SL100468) selon les 
instructions du manufacturier. Les cellules ont été transfectées avec les dsiRNA ciblant les 
protéines SNX1 (dsiSNX1, 25 nM), SNX2 (dsiSNX2, 50 nM), SCAMP3 (dsiSCAMP3, 25 nM), 
VPS33B (dsiVPS33B, 25 nM) (Integrated DNA Technologies). Les cellules ont également été 
traitées avec un siRNA contre Rab15 (siRab15, 50 nM) comme contrôle.  
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3.14 Test de viabilité  
Un test de viabilité cellulaire a été effectué avec l’Alamar Blue (BioRad, BuF012A) sur 
les cellules 143B transfectées avec les dsiRNA dans des plaques de 96 puits. Après 48h de 
transfection, 10% d’Alamar Blue a été ajouté aux cellules et les plaques ont été incubées pendant 
3 h à 37°C. La mesure de la fluorescence a été faite avec le lecteur de plaque à fluorescence 
spectramax (GeminiEM) avec les paramètres d’excitation à 560 nm et d’émission à 590 nm. Les 
pourcentages de viabilité des cellules ont été normalisés sur la condition avec l’agent de 
transfection LipoJet. 
3.15 RT-qPCR 
Faisant suite à l’inhibition de l’expression des protéines SNX1, SNX2, SCAMP3 et 
VPS33B (voir plus haut), l’ARN total a été extrait en utilisant le kit SV Total RNA Isolation 
System (Promega, Z3100). Les ARNs ont ensuite été transformés en ADNc avec une transriptase 
inverse ADNc à haute capacité (Applied Biosystems) en suivant les instructions du 
manufacturier. Les ADNs ont été analysés par PCR quantitative en utilisant le LightCycler 96 
(Roche). Les gènes ont été quantifiés en utilisant une courbe standard et normalisés à un contrôle 
endogène (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH)). Toutes les PCRs ont été 
effectuées en utilisant le SYBR Green (Molecular Probes) et les amorces listées dans le tableau 
I. 




SNX1 SNX1 caacaaagccacagatgcc ttgtcctcagagctcccaag 
SNX2 SNX2 aactccaatggcccaaaacc aaagatcacgggagcagaca 
VPS33B VPS33B cgtcttcggtggtgcttatg cctttctctctgcccaggaa 
SCAMP3 SCAMP3 tcgtccaggatgtgctcttt cggcggtataaggagtggat 
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MTMR6 MTMR6 ggtgcattgttccgatggtt actgttcggtcaaatgccac 
TMEM43 TMEM43 gctagtcccattctccacca acagaaggcaaaggctttca 
XPO6 XPO6 cagttccctgtggtggagtt gcttccttgtctccaagacg 
GAPDH GAPDH gagtcaacggatttggtcgt ttgattttggagggatctcg 
Tableau I : Amorces pour PCR.  
3.16 Analyses statistiques 
Toutes les données ont été exprimées avec les valeurs moyennes ± la déviation standard 
de la moyenne (SEM). Les analyses statistiques ont été effectuées avec le test de Student 




4.1 Validation de la construction de gMBirA*HA et établissement 
d’une lignée cellulaire 
Il a été montré dans le laboratoire que lors d’une transfection transitoire, gM était 
localisée au TGN en absence d’infection puis à la MN et au TGN lorsque la transfection était 
suivie d’une infection (respectivement 4 hpi et 12 hpi) [155]. Nous nous sommes donc demandé 
si notre construction gM-BirA*HA se comportait comme gM, ce qui était indispensable avant 
l’établissement des lignées cellulaires. Les cellules 143B TK- transfectées avec le plasmide 
pcDN5FRT gM-BirA*-HA ont été infectées, ou non, avec le virus ∆gM-2 VHS-1 (4 h ou 12 h, 
MOI 5) afin d’éviter une sur expression de gM. En effet, ce virus mutant n’exprime pas gM car 
il possède une délétion des deux codons start ATG en amont du gène de gM qui l’empêche 
d’être exprimé. En absence d’infection, la construction a uniquement été retrouvée au TGN, 
visible avec la colocalisation entre le marquage à l’anti-HA et le TGN. Suite à l’infection de 4 
hpi ou 12 hpi, la construction est respectivement délocalisée à la MN et au TGN (Figure 9A). 
La localisation nucléaire de la construction à 4 hpi a été confirmée par la colocalisation entre la 
protéine gM et les NPC (Figure 9B). Ceci montre que la construction est fonctionnelle et qu’elle 
peut être utilisée pour l’établissement d’une lignée HEK293 gM-BirA*-HA. En parallèle, on a 
également généré la lignée contrôle HEK293 BirA*-HA. L’expression et l’activité de 
biotinylation des constructions dans les lignées établies depuis les cellules HEK293 FlpIn ont 




Figure 9 : La construction gM-BirA*-HA est délocalisée dans les membranes nucléaires à 
4 hpi et au TGN à 12 hpi. (A-B) Transfection transitoire des cellules 143B TK- avec le plasmide pcDNA5FRT 
gM-BirA*-HA puis infectées avec le ∆gM-2 VHS-1 (4 ou 12 h, MOI 5). (A) IF sur les cellules marquées à l’anti-
HA ou l’anti-TGN46 ou (B) avec l’anti-NPC et l’anti-gM. (C) Immunobuvardage pour vérifier l’expression des 
constructions dans les lignées HEK293 BirA*-HA et HEK293 gM-BirA*-HA. (D) Validation de l’activité de 
biotinylation de BirA* dans les constructions. Les protéines biotinylées sont détectées avec la Streptavidin-HRP. 




4.2 Confirmation de l’orientation de la glycoprotéine M 
La prédiction faite sur la topologie de gM indique une orientation cytoplasmique pour le 
Ct et le Nt. Sachant que gM est localisée à la MNI et à la MNE lors d’une infection (4 hpi), la 
prédiction indiquerait que le Ct et le Nt pourraient être cytoplasmiques ou nucléoplasmiques, 
selon la membrane où gM se trouve. Dans la lignée cellulaire HEK293 gM-BirA*-HA, le 
segment BirA*-HA est au Ct de gM dans la construction et BirA* se retrouverait donc au 
cytoplasme ou le nucléoplasme. Toutefois, dans notre lignée contrôle HEK293 BirA*-HA, 
BirA* ne peut être que nucléaire. Pour cette raison, nous avons opté de vérifier l’orientation de 
M et au besoin de générer une lignée contrôle supplémentaire en ciblant BirA* au noyau par 
l’ajout d’un signal NLS. La lignée HEK293 gM-BirA*-HA a donc été utilisée pour étudier 
l’orientation de gM par FACS. Cette expérience se base sur la capacité de l’anticorps à 
reconnaître l’étiquette HA de la construction selon la condition de perméabilisation des cellules. 
La perméabilisation permet l’entrée des anticorps dans les cellules et donc de reconnaître sa 
cible si celle-ci est uniquement cytoplasmique (Figure 10C-D), contrairement à la condition 
non perméabilisée où l’anticorps restera en surface (Figure 10A-B). Les résultats indiquent que 
les cellules HEK293 gM-BirA*-HA non perméabilisées ne présentent aucun signal avec l’anti-
HA (Figure 10B). De plus, aucun signal n’est détecté par le marquage à la tubuline qui a été 
utilisé comme témoin cytoplasmique appuyant le résultat négatif du marquage à l’anti-HA. En 
revanche, un fort signal est obtenu par le marquage HA dans la condition où les cellules HEK293 
gM-BirA*-HA ont été perméabilisées, ainsi qu’avec le marquage à la tubuline permettant 
d’affirmer que les cellules ont été perméabilisées (Figure 10D). Étant donné qu’il s’agit de la 
seule condition où l’on a un signal avec HA ceci suggère que l’étiquette HA est cytoplasmique. 
Par conséquent, on peut conclure que le Ct de gM, où y est fusionné BirA*-HA, est 
cytoplasmique (Figure 10E). L’orientation prévue de gM est donc confirmée pour l’orientation 




Figure 10 : Le C-terminal de gM est cytoplasmique. Les lignées HEK293 FlpIn et HEK293 gM-
BirA*-HA ont été utilisées pour évaluer, par cytométrie de flux (FACS), l’orientation de gM. Les cellules ont 
été perméabilisées (A-B) ou non perméabilisées (C-D). (A-C) Les cellules HEK293 FlpIn ont été utilisées 
comme contrôles négatifs et non marquées ou marquées à l’anti-HA ou à l’anti-CD81-APC qui a été utilisé 
comme marqueur de surface. (B-D) Les deux lignées ont été non marquées ou marquées avec l’anti-HA, sans 
premier anticorps (NFA) ou avec l’anti ɣ-tubulin. (E) Schéma de la condition perméabilisée montrant 
l’orientation de gM-BirA*-HA suite au résultat du FACS confirmant que le Ct de gM est cytoplasmique. Les 
résultats montrés sont représentatifs de trois expériences indépendantes.  
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4.3 Localisations et expressions dans les lignées cellulaires  
L’orientation de gM confirmée, la lignée HEK293 BirA*-HA a été utilisée pour 
l’établissement de la lignée HEK293 NLS-BirA*-HA. Par mutagenèse dirigée, la séquence 
SV40 NLS a été insérée en amont de BirA*-HA dans le plasmide. Après vérification de la 
construction par séquençage, la lignée cellulaire HEK293 NLS-BirA*-HA a été établie. Cette 
séquence de signalisation nucléaire permet à la construction d’être spécifiquement ciblée au 
noyau. Toutes les lignées expriment stablement et respectivement les constructions BirA*-HA 
(35 kDa), NLS-BirA*-HA (35 kDa) ou gM-BirA*-HA (89 kDa) (Figure 11A). L’activité de 
biotinylation de BirA* a également été analysée dans ces lignées après avoir été incubées 
pendant 24 h avec la D-Biotine. Suite à cette incubation, le lysat cellulaire total des lignées est 
collecté sauf pour la lignée HEK293 NLS-BirA*-HA où l’on procède à une isolation nucléaire 
puisque que la construction est nucléaire. Les échantillons sont ensuite analysés par 
immunobuvardage. Dans toutes les lignées, on détecte des protéines biotinylées en présence de 
D-Biotine montrant que l’enzyme BirA* est active dans les lignées (Figure 11B). De plus, il 
semble que l’on ait plus de protéines biotinylées dans la lignée HEK293 BirA*-HA que dans 
les autres. Ceci peut s’expliquer par le fait que BirA*-HA est cytoplasmique, et par conséquent 
biotinylise tout ce qui passe à côté tandis que dans les cellules HEK293 gM-BirA*-HA, seules 
les protéines qui interagissent potentiellement avec gM sont biotinylées. L’isolation nucléaire 
faite sur les HEK293 NLS-BirA*-HA montre une expression nucléaire de la construction dont 
la technique d’isolation nucléaire est confirmée avec le signal obtenu avec le marquage du NPC 
et de GAPDH (Figure 11C). En parallèle, l’influence de l’infection sur la localisation de 
chacune des constructions a été étudiée par IF. Le virus ∆gM-2 VHS-1 a été choisi afin d'éviter 
une sur expression de gM dans la lignée HEK293 gM-BirA*-HA. Les localisations des 
constructions BirA*-HA (cytoplasmique) et NLS-BirA*-HA (nucléaire) ne sont pas affectées 
par l’infection (Figure 11D) contrairement à la lignée HEK293 gM-BirA*-HA où l’on a une 
délocalisation de la construction concordant à ce qui a été vu par transfection transitoire (Figure 
9A-B). Ces résultats permettent de montrer que les lignées cellulaires expriment stablement leur 




Figure 11 : Analyse de l’expression, localisation et activité de BirA* dans les lignées 
cellulaires. (A) Les cellules ont été collectées pour avoir le lysat cellulaire total ou collectées par isolation 
nucléaire et analysées par immunobuvardage. (B) Les cellules ont été collectées avec ou sans incubation à la D-
Biotine (24 h, 50 µM) pour évaluer l’activité de BirA* par immunobuvardage. Les protéines biotinylées sont 
marquées avec la Streptavidin-HRP. (C) Isolation nucléaire sur la lignée HEK293 NLS-BirA*-HA. L’anti-NPC est 
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utilisé comme autre contrôle que GAPDH pour l’isolation nucléaire. GAPDH est utilisée comme témoin de charge. 
(D) Immunofluorescence sur les lignées sans ou avec infections ∆gM-2 VHS-1 (MOI 5, 4 hpi ou 12 hpi) avec 
marquage du TGN et des constructions via l’anti-HA. (NT : non transfectées; C : cytoplasme; N : noyau). Des 
barres d’échelles ont été appliquées aux images (10µm). Les résultats montrés sont représentatifs de trois 
expériences indépendantes. 
4.4 Purification des protéines biotinylées par BioID  
Avant d’envoyer les échantillons pour analyse au MS, il est nécessaire de vérifier 
l’enrichissement des protéines biotinylées après purification. D’après l’équipe de Roux et al. 
[215], le temps optimal d’incubation à la biotine avec l’enzyme BirA* est de 24h. C’est pourquoi 
les lignées cellulaires HEK293 BirA*-HA, HEK293 NLS-BirA*-HA et HEK293 gM-BirA*-
HA ont été incubées avec la D-Biotine pendant 24h (50 µM). Au même moment, les lignées 
sont infectées avec le virus ∆gM-2 VHS-1 (4 hpi ou 12 hpi) de tel sorte à ce que la fin de 
l’infection coïncide avec la fin de l’incubation à la D-biotine et permet la collecte des 
échantillons en même temps (Figure 12A). Afin de différencier le processus de ciblage de gM 
à la MN à 4 hpi de son ciblage au TGN à 12 hpi, les noyaux des lignées cellulaires infectées 4 
h ont été isolés tandis que le lysat cellulaire total a été collecté pour la condition 12 hpi.  Les 
protéines biotinylées ont été purifiées sur colonne à l’aide de billes de Sepharose-Streptavidine 
qui présentent une forte affinité à la biotine. Une fraction des protéines biotinylées purifiées (BB 
= bead bound) destinées à la spectrométrie de masse (MS) a été gardée pour analyse par 
immunobuvardage (Figure 12 B-C). L’immunobuvardage permet de montrer un enrichissement 
des échantillons BB comparativement aux échantillons NP (Figure 12 B-C). Ceci indique que 
toutes les protéines biotinylées ont été correctement purifiées et que les échantillons sont 




Figure 12 : Les échantillons destinés à la spectrométrie de masse sont enrichis en protéines 
biotinylées. (A) Représentation de la stratégie adoptée pour l’incubation et les infections des lignées cellulaires 
sur 24 h. Les lignées cellulaires ont été incubées avec la D-Biotine (50 µM, 24h) et infectées avant la fin de cette 
incubation avec le virus ∆gM-2 VHS-1 à 4 h ou 12 h (MOI 5). (B et C) Les cellules ont été collectées pour obtenir 
le lysat cellulaire total ou les noyaux isolés. Les échantillons non purifiés (NP) et purifiés (BB = bead bound) sont 
analysés par Immunobuvardage selon le temps d’infection, 4 hpi (B) ou 12 hpi (C). Les résultats montrés sont 
représentatifs de trois expériences indépendantes. 
4.5 Analyse des résultats obtenus par MS  
Les protéines biotinylées et purifiées ont été identifiées par MS et analysées avec le 
logiciel Scaffold en prenant compte des paramètres suivant : nombre de peptides (>2), seuil de 
protéines et de peptides (95%) et leur présence dans les triplicatas indépendants. Ces trois 
paramètres permettent d’exclure un grand nombre de faux positifs. L’analyse des protéines 
restantes a été basée sur l’utilisation de diagrammes de Venn qui permet l’exclusion rapide des 
protéines identifiées entre les lignées contrôles et la lignée HEK293 gM-BirA*-HA (4 hpi ou 
12 hpi). À la fin de cette analyse, c’est un total de 177 partenaires potentiels de gM qui ont été 
trouvés et qui pourraient être impliqués dans sa délocalisation (Figure 13A, Annexe 2). Parmi 
les protéines identifiées, gM est la seule protéine d’origine virale qui a été trouvée à 4 hpi et 12 
hpi. Il est logique de la trouver puisque BirA* biotine dans un rayon de 10 nm environ et étant 
couplé à gM, cette dernière est donc biotinylée. Aucun partenaire viral connu de gM  n’a été 
identifié lors de cette analyse ce qui confirme qu’ils ne sont effectivement pas impliqués dans 
ses délocalisations ([183], [155]). Étonnamment, aucune autre protéine virale, excepté gM, n’a 
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été trouvée dans l’analyse. Or, il a été montré que les délocalisations de gM sont dépendantes 
de l’infection et on en a déduit que de nouveaux partenaires viraux interviendraient en 
interagissant avec gM. N’ayant trouvé aucune protéine virale, il se peut que le virus participe 
indirectement au ciblage de gM en recrutant des protéines de l’hôte ou en stimulant des voies 
cellulaires comme celles impliquées dans le transport. D’ailleurs, les autres protéines identifiées 
sont des protéines cellulaires intervenant dans toutes sortes de processus cellulaires 
 
Figure 13 : Résultats de l’identification des potentiels partenaires de gM à 4 h et 12 h 
d’infection. (A) Le diagramme de Venn a été fait en utilisant le logiciel disponible en ligne Venny 2.0 [220]. 
(C-D) Les gènes des protéines identifiées ont été classifiés, à l’aide de PANTHER [221], selon leurs fonctions de 
trois manières différentes : processus biologique, fonctions moléculaires ou leur classe protéique. Voir l’annexe 2 
pour la liste des protéines identifiées. 
Afin de mettre en lumière la diversité protéique identifiée, une analyse ontologique des 
gènes de ces protéines a été effectuée en utilisant PANTHER (www.pantherdb.org) [221] 
(Figure 13 B-D). Dans les processus biologiques, les clusters les plus représentatifs identifiés 
sont regroupés dans les processus cellulaires et de localisations (Figure 13C). Par exemple, les 
processus cellulaires regroupent les protéines jouant un rôle dans l’homéostasie, la mort 
cellulaire (exécution de l’apoptose) et la polarité cellulaire alors que les processus de localisation 
regroupent les protéines du transport. En minorité, le cluster de réponse à un stimulus regroupe 
les protéines qui deviennent actives suite à l’intervention d’un autre facteur. En revanche, les 
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clusters d’attachement et d’activité catalytique dominent dans les fonctions moléculaires 
(Figure 13 B et C). Les classes protéiques les plus représentatives sont les transférases 
(méthyltransférases, kinases …), les récepteurs, les protéines du trafic membranaire ou 
vésiculaire (protéines SNAREs, protéines du manteau des vésicules …) et les enzymes 
modulatrices (protéines G, phosphatases …) (Figure 13D). À noter que le cluster des 
transférases et des protéines de transferts correspond à la même chose. De manière générale ce 
sont les protéines intervenantes dans le trafic vésiculaire qui dominent dans notre analyse et sont 
présentes dans les conditions de 4 h, de 12h ou les deux (Annexe 2). Ceci suggère que l’infection 
permet le recrutement de protéines de l’hôte, du moins certaines d’entre elles, et permettrait la 
délocalisation de gM au noyau et au TGN. Évidemment, bien que l’analyse montre une quantité 
importante de protéines identifiées, il est nécessaire de passer par une étape de validation afin 
de vérifier la véracité de leur interaction avec gM et leur impact sur sa localisation. 
4.6 Résultats préliminaires de la validation des hits 
Les résultats concernant les protéines TMEM43, MTMR6 et XPO6 ont été obtenus avec 
l’aide de Josiane Hawkins, étudiante en stage à l’été 2019 au sein de notre laboratoire. 
4.6.1 Choix des premières protéines à cibler pour la validation 
L’étape de validation des cibles permettra de valider ou invalider, leur rôle en tant que 
partenaire de gM dans son ciblage. Parce que le processus de ciblage des protéines à la MNI est 
encore très mal connu, nous nous concentrons dans un premier temps sur la validation de 
certaines protéines trouvées dans la condition 4 hpi. Comme indiqué, les protéines SNX1 et 
SNX2 (Sorting nexin 1 et 2), VPS33B (Vacuolar protein sorting-associated protein 33B), 
SCAMP3 (Secretory Carrier-Associated Membran Protein 3) et MTMR6 (Myotubularin-
related protein 6) sont présentes dans la condition où les cellules ont été infectées pendant 4 h 
et représentent donc de bons candidats pour le ciblage de gM aux différentes membranes 
nucléaires (Tableau II).   
Numéro 









XP06_HUMAN XP06 Exportin-6 127 12 hpi 
MTMR6_HUMAN MTMR6 Myotubularin-related protein 6 72 4 hpi 
Q6FHJ5_HUMAN SCAMP3 Secretory carrier-associated membrane protein 3 38 4 hpi 
SNX1_HUMAN SNX1 Sorting nexin 1 59 4 hpi 
SNX2_HUMAN SNX2 Sorting nexin 2 58 4 hpi 
TMM43_HUMAN TMEM43 Transmembrane protein 43  45 4 hpi et 12 hpi 
VP33B_HUMAN VPS33B Vacuolar protein sorting-associated protein 33B 71 4 hpi 
Tableau II : Listes des protéines choisies pour validation.  
SNX1 et SNX2 sont impliquées dans de nombreuses étapes du trafic vésiculaire. Par 
exemple, SNX1 fait partie du complexe SNX-BAR qui permet le transport rétrograde des 
protéines vers le TGN et serait impliqué dans la déformation des membranes en induisant une 
courbure de celle-ci facilitant l’assemblage de complexes protéiques pour la formation de 
vésicules ([222], [223]). Par ailleurs, SCAMP3 est impliquée dans la voie post-Golgi et pourrait 
donc être un partenaire potentiel pour gM [224]. Lors de notre analyse, des protéines ont été 
identifiées à la fois dans les lignées contrôles et dans la lignée exprimant gM-BirA*-HA. 
Cependant, on obtenait pour certaines protéines un enrichissement dix fois supérieur (>10) dans 
la lignée gM-BirA*-HA par rapport aux lignées contrôles. Il a donc été décidé de considérer ce 
paramètre ans notre analyse. La protéine TMEM43 (Transmembrane protein 43), retrouvée dans 
la condition 4 hpi et 12 hpi, est un exemple de protéine enrichie. Elle est intéressante car c’est 
une protéine transmembranaire localisée à la MNI [225]. Il se pourrait qu’elle y soit ciblée de la 
même manière que gM. Enfin, l’exception de cette étape de validation est la protéine XPO6 
(Exportine-6) qui est trouvée dans la condition 12 hpi. Son rôle est de recruter des cargos dans 
le nucléoplasme grâce à la Ran-GTP et permet l’exportation nucléaire du complexe 
profiline/actine à travers les NPC [226]. Cette dernière pourrait être une cible intéressante afin 
d’expliquer la sortie de gM depuis la MN voire même une éventuelle implication sur la sortie 
du virus depuis le noyau. 
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4.6.2 Knockdown des cibles par dsiRNA 
Pour montrer si les protéines identifiées choisies pour validation sont bien impliquées 
dans les localisations de gM, ces protéines ont été ciblées par dsiRNA afin d’inhiber leur 
expression. Le temps d’incubation de 48h a été choisi du fait de la demi-vie de la plupart des 
protéines (4 à 30 h) (ProtParam, https://web.expasy.org/protparam/). En premier lieu, l’effet des 
knockdowns des protéines sur la viabilité cellulaire a été testé avec l’Alamar Blue. Ce test 
permet de connaître l’effet des knockdowns des cibles sur le métabolisme des cellules. Dans 
l’ensemble, il n’y a pas d’effet observé sauf pour SNX1, MTMR6, TMEM43 et XPO6. Leur 
inhibition semble avoir un effet sur la viabilité cellulaire avec une diminution de la viabilité de 
20% environ (Figure 14A). L’inhibition des cibles est directement responsable de cette 
diminution de viabilité, comme le montre les résultats de RT-qPCR indiquant que chacune des 
cibles est correctement inhibée à hauteur de 75-80% environ. (Figure 14B).  
 
Figure 14 : Les dsiRNA affectent plus ou moins la viabilité cellulaire et diminuent 
efficacement l’expression des cibles. Les cellules ont été transfectées avec les dsiRNA dirigés contre leur 
cible pendant 48 h avec le LipoJet. (A) La viabilité cellulaire des 143B TK- est mesurée avec l’Alamar Blue. (B) 
Effets des dsiRNA sur l’expression des gènes (%) a été mesurée par RT-qPCR. Les valeurs moyennes et l’erreur 
type des moyennes proviennent de trois expériences indépendantes. Les différences significatives entre les 
conditions traitées et le LipoJet seul ou le contrôle NC1 (non-targeting control) ont été analysées avec le test de 
Student bilateral sur la moyenne des échantillons (*, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001; **** P<0.0001). 
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4.6.3 Les protéines identifiées à 4 hpi et choisies pour validation ne 
semblent pas avoir d’impact sur la localisation de gM aux MN  
Nous souhaitons maintenant observer si les knockdowns des cibles affectent la 
délocalisation de gM dans les cellules 143B TK- au cours d’une infection. Les cellules sont 
transfectées 48 h avec les dsiRNA, ou le NC1 (non-targeting control), puis infectées pendant 4 
h avec le virus VHS-1-gM/CTL où gM est taguée avec l’étiquette VSV-G. Nous n’avons pas 
encore d’anticorps disponible contre les cibles mais des RT-qPCR sont faites en parallèle des 
IF pour montrer les knockdowns des cibles. De plus, l’expression de gM est observée pour 
s’assurer que les dsiRNA n’affectent pas son expression. De même, bien que l’expression de 
gM puisse être un contrôle en soi de l’infection, nous regardons également l’expression d’ICP4 
(Infected-cell polypeptide 4), une protéine précoce du VHS-1, permettant d’apprécier l’infection 
des cellules. Il est à noter que l’anti-LBR est utilisé comme marqueur de MNI mais étant une 
protéine transmembranaire, ce marquage permet également de contrôler si les knockdowns des 
cibles affectent son transport vers la MNI. L’utilisation du virus HSV-1-gM/CTL permettait 
l’utilisation d’un anti-VSV-G, étiquette sur gM, afin de résoudre le problème de spécificité 
d’espèce des anticorps dans la condition d’IF où l’on marquait gM et le TGN simultanément. 
En effet, les anti-TGN46 (commercial) et anti-gM (non commercial) disponibles au laboratoire 
proviennent tous deux du lapin. L’anti-VSV G (anti mouse) était donc l’alternative pour l’anti-
gM. Cependant, l’anti-VSV G n’ayant pas fonctionné, ces résultats ne sont pas présentés. Nous 
cherchons encore un contrôle additionnel pour montrer que les éventuels effets de localisation 
des cibles sur gM soient spécifiques en ciblant une autre protéine du trafic vésiculaire. Cette 
protéine cible doit respecter le fait qu’elle n’interviendrait en rien aux localisations de gM en 
choisissant une voie de transport éloignée comme celle entre les exosomes et les lysosomes. 
Précédemment, nous avions choisi RAB7A et RAB15 mais leur knockdown ne fonctionnait pas 
dans les conditions infectées ou non. Quoi qu’il en soit, il semblerait que le knockdown de 
SNX1, SNX2, SCAMP3, VPS33B et de MTMR6 n’ait pas d’impact sur la délocalisation de gM 
à 4 hpi. En effet, on observe une distribution de gM dans les invaginations nucléaires lorsque 
les cellules sont traitées aux dsiRNA dont le signal est le même que pour les conditions non 
traitées (NC1 et NT) (Figure 15A). Le knockdown des cibles est efficace et ne semble pas 
affecter l’infection, comme le montre les données de RT-qPCR, même si de grandes variations 
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entre les triplicatas pour l’expression de gM et d’ICP4 lors des knockdowns de SNX1, SNX2 et 
VPS33B sont à noter (Figure 15 B). Par ailleurs, les signaux de gM au noyau ne montrent pas 
une localisation à la MN comme on a pu le voir avec la construction gM-BirA*-HA (Figure 9 
A et D et 11D), mais montrent une localisation dans les invaginations nucléaires. Cette 
observation a également été observée précédemment au laboratoire [155]. Il se peut que BirA*-
HA affecte la localisation de gM et l’empêche de se retrouver aux invaginations membranaires. 





Figure 15 : Les protéines identifiées à 4 hpi ne semblent pas avoir d’effet. Les cellules 143B 
TK- ont été transfectées avec des dsiRNA pendant 48 h puis infectées avec le virus VHS-1-gM/CTL (MOI 2) pendant 
4 h. (A) Les cellules 143B tk- ont été traitées comme décrit ci-dessus et analysées par IF au Microscope confocal 
avec un marquage du LBR et de gM. (B) L’expression des gènes (%) a été évaluée par RT-qPCR après traitement 
aux dsiRNA avec ou sans infection. Les valeurs moyennes et l’erreur type des moyennes proviennent de trois 
expériences indépendantes. Les différences significatives entre les conditions le contrôle NC1 ont été analysées 
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avec le test de Student bilateral sur la moyenne des échantillons (*, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001; 
**** P<0.0001). 
4.6.4 XPO6 pourrait permettre à gM de sortir de la MN 
Parmi les cibles identifiées, TMEM43 a été trouvée à 4hpi et 12 hpi alors que XPO6 à 
uniquement été identifié à 12 hpi (Tableau II, Annexe 2). Étant donné que TMEM43 a été 
identifiée dans les deux temps d’infection, on a regardé si celle-ci à un rôle dans les localisations 
de gM à la MN à 4hpi et/ou au TGN à 12 hpi. Bien que XPO6 n’a été trouvée qu’à 12 hpi, nous 
regardons également son effet à 4 hpi mais ne devrait logiquement pas avoir d’effet sur le ciblage 
de gM puisqu’elle n’a pas été identifiée à 4 hpi. À l’exception de l’infection pendant 12 h, les 
conditions d’expériences sont exactement les mêmes que précédemment. Le knockdown de 
TMEM43 et de XPO6 ne montre pas de changement de localisation de gM à 4 hpi qui est 
toujours présent dans les invaginations nucléaires alors que leur inhibition est significative 
(Figure 16A-C). De même, TMEM43 n’a pas d’effet sur gM à 12 hpi puisque celle-ci est 
parfaitement localisée au TGN (Figure 16B). Néanmoins, nous n’avons pas les résultats de RT-
qPCR pour TMEM43 dans la condition 12 hpi et ne nous permet pas d’apprécier son 
knockdown. Cependant, la protéine XPO6 semble avoir un rôle important pour la sortie de gM 
depuis la MN puisque celle-ci est restée au noyau au lieu de se trouver au TGN à 12 hpi comme 
on peut le voir dans la condition NT (Figure 16B). De plus, XPO6 est significativement 
réprimée suite à son knockdown, renforçant l’interprétation faite à partir de l’IF (Figure 16C). 
Concernant le rôle de XPO6, il est encore trop tôt pour affirmer son rôle puisque certains 
contrôles sont encore manquants, mais déjà ces résultats préliminaires semblent être 




Figure 16 : XPO6 semble permettre à gM de quitter la MN. Les cellules 143B TK- ont été 
transfectées avec des dsiRNA contre TMEM43 ou XPO6 pendant 48 h puis infectées avec le virus VHS-1-gM/CTL 
(MOI 2) pendant 4 h ou 12 h. (A-B) Les cellules 143B TK- ont été traitées comme décrit ci-dessus et analysées par 
IF au Microscope confocal avec un marquage du LBR et de gM. (C) L’expression des gènes (%) a été évaluée par 
RT-qPCR après traitement aux dsiRNA avec ou sans infection. Les valeurs moyennes et l’erreur type des moyennes 
proviennent de trois expériences indépendantes. Les différences significatives entre les conditions le contrôle NC1 
ont été analysées avec le test de Student bilateral sur la moyenne des échantillons (*, P<0,05; **, P<0.01; 
***, P<0.001; **** P<0.0001). 
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5 Discussion  
5.1 Les lignées cellulaires établies pour la BioID  
La méthode de BioID nécessite l’établissement de lignées cellulaires exprimant la 
protéine d’intérêt couplée à l’enzyme de biotinylation BirA*. Pour ce projet, ce sont les lignées 
cellulaires HEK293 BirA*-HA, HEK293 NLS-BirA*-HA et HEK293 gM-BirA*-HA qui ont 
été établies et utilisées avec succès (Figures 9 et 11). Cependant, il a été initialement planifié 
au début du projet d’établir deux lignées cellulaires supplémentaires avec les constructions myc-
BirA* et myc-BirA*-gM où BirA* est au Nt de gM. Cette approche nous aurait permis 
d’identifier les protéines interagissant au Ct ou au Nt de notre protéine d’intérêt et d’éviter qu’un 
changement de conformation lié au tag (BirA) ne perturbe les interactions de gM avec ses 
partenaires. Lors de la vérification des constructions par transfection transitoire tous les 
plasmides ont fonctionné (données non montrées). Pour obtenir ces lignées cellulaires, l’agent 
de sélection Hygromycine B a été utilisé dans le milieu de croissance des cellules afin de 
sélectionner les cellules ayant incorporer ces constructions. Toutes les lignées cellulaires ont été 
obtenues hormis la lignée devant exprimer la construction myc-BirA*-gM. Quelques colonies 
cellulaires ont été obtenues pour cette construction, mais aucune ne l’exprimait. Sachant que la 
construction est exprimée lors d’une transfection transitoire, mais pas dans les lignées 
cellulaires, il se pourrait que l’absence de Nt libre sur gM affecte sa survie dans le temps en 
empêchant, par exemple, l’obtention de sa conformation finale. Étant une glycoprotéine, sa 
maturation se déroule dans le RE et l’appareil de Golgi où des protéines vérifient leur bonne 
conformation. Si celle-ci n’acquiert pas la conformation qu’elle doit avoir, elle est dégradée. 
Une autre possibilité est que la construction est exprimée, acquiert correctement sa 
conformation, mais son ciblage membranaire est impossible, car le Nt n’est pas reconnaissable 
par les protéines partenaires. Considérant ceci, il serait possible que la construction soit dirigée 
dans la voie du protéasome pour dégradation, expliquant l’absence de détection de la 
construction par immunobuvardage. L’hypothèse de la cytotoxicité de la construction a été 
émise, mais écartée étant donné qu’aucune mortalité cellulaire apparente n’a été observée après 
la croissance des colonies sélectionnées. Du fait de l’impossibilité d’obtenir cette lignée 
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cellulaire, la suite du projet a donc été réalisée avec les lignées HEK293 exprimant seulement 
les constructions BirA*-HA, NLS-BirA*-HA ou gM-BirA*-HA.  
5.2 Les localisations de gM-BirA*-HA pendant l’infection 
Pour montrer les localisations de gM aux différents temps d’infections (4 hpi ou 12 hpi), 
des IF ont été effectuées sur les cellules transfectées avec le plasmide gM-BirA*-HA ou sur la 
lignée cellulaire gM-BirA*-HA (Figure 9 A-B et 11D). Dans les deux cas, les localisations de 
la construction sont retrouvées. En effet, en absence d’infection la construction est 
exclusivement au TGN alors que suite à l’infection, elle est retrouvée à la MN à 4 hpi et à 
nouveau au TGN à 12 hpi. La présence de protéines virales stimulerait donc les changements 
de localisations de gM et concordent avec les observations obtenues dans une précédente étude 
de notre laboratoire [155].  
Il a été précédemment décrit que gM, exprimée précocement dans le cycle viral, possède 
uniquement une glycosylation immature. Par conséquent elle ne transiterait pas à travers 
l’appareil de Golgi et le TGN à 4 hpi, obtenant ses sucres matures que plus tard [155]. Ces 
résultats ont été obtenus à la suite d’un traitement avec l’enzyme EndoH, permettant l’analyse 
de la composition en résidus N-glycosylées de gM par immunobuvardage et dans un contexte 
d’infection. De plus, le virus VHS-1 gM/ER, où gM possède la séquence KKSL au Ct (signal 
de rétention au RE), a montré que gM était retrouvée à la MN à 4 hpi. Ceci sous-entend que 
directement après son expression au RE, gM est ciblée à la MN à 4 hpi. Basée sur ces données, 
il a été conclu que gM ne transite pas à travers l’ERGIC (compartiment intermédiaire RE-Golgi), 
l’appareil de Golgi ou le TGN [155]. Dans la lignée cellulaire HEK293 gM-BirA*-HA, la 
construction est retrouvée au TGN lorsque la cellule n’est pas infectée. Lorsque la lignée 
cellulaire est infectée pendant 4 h, la construction gM-BirA*-HA est retrouvée à la MN. Il est 
donc probable que la présence de gM au noyau à 4 hpi dans la lignée gM-BirA*-HA résulte de 
l’expression de nouvelles molécules de gM plutôt que la redirection au TGN du gM existant 
avant l’infection (Figure 12A).  
La construction n’est jamais observée à la MN (apparence en anneau) qu’à 4 hpi, que ce 
soit dans le cas de la transfection transitoire ou de la lignée cellulaire. Par contre, lors  d’une 
infection avec un virus VHS-1 contenant un gM wt, cette dernière est exclusivement localisée 
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dans les invaginations intranucléaires à 4hpi (Figure 15A, [155]). Cette différence est dû au fait 
qu’il s’agit d’une infection avec gM seule alors que dans la protéine de fusion, gM est couplée 
à BirA* (35 kDa). Une première hypothèse est que la taille de la construction l’empêcherait 
d’être localisée dans ces invaginations. Une autre hypothèse pourrait être que les partenaires de 
gM ne puissent pas jouer leur rôle de ciblage vers ces invaginations à cause de la présence de 
BirA* empêchant la reconnaissance de gM. Une autre possibilité est que le ciblage de gM dans 
ces invaginations dépend de son Ct. Si c’est le cas, on ne pourra pas l’expliquer avec la 
construction gM-BirA*-HA. On pourrait éventuellement le montrer par transfection transitoire 
puis infection par IF avec la construction myc-BirA*-gM et voir si elle est retrouvée dans ces 
invaginations. On sait que gM est présent à la MNE et à la MNI à 4 h, il serait donc logique de 
penser que gM serait répartie sur l’ensemble de la MN donnant tout aussi bien un signal en 
anneau que ponctués pour les invaginations, mais il n’en est rien. Quoi qu’il en soit, il n’est pas 
encore connu pourquoi gM est spécifiquement présent dans ces invaginations.  
5.3 La diversité des partenaires de gM  
L’identification des 177 partenaires potentiels de gM par MS rend compte de l’efficacité 
de la méthode de BioID (Figure 13) avec une grande diversité protéique. En effet, les protéines 
identifiées seraient impliquées dans pas moins de 11 processus de biologiques, 7 fonctions 
moléculaires et 18 classes protéiques différentes. Un certain nombre de ces protéines pourraient 
bien sûr correspondre à de faux positifs. Si l’on s’intéresse aux classes protéiques, regroupant 
un nombre plus ou moins important de protéines identifiées, quatre classes se démarquent : les 
modulateurs d’enzymes (13 protéines), les hydrolases (11 protéines), les transférases (15 
protéines) et les protéines du trafic membranaire ou vésiculaire (18 protéines) (Figure 13D). Il 
sera donc important de valider leur rôle expérimentalement. 
Les protéines modulatrices d’enzymes sont des protéines qui par leur interaction avec 
des enzymes, comme les protéines G, vont modifier leur activité. Parmi ces protéines, la protéine 
SEC23A est un bon exemple. Cette protéine participe à l’élaboration de vésicules à partir du RE 
et est une composante du complexe COPII. COPII est le complexe protéique responsable de la 
formation de vésicules depuis le RE. De plus, la protéine SEC23A n’est retrouvée que dans la 
condition 12hpi, là où gM est ciblée vers le TGN et pourrait donc faire partie des partenaires 
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potentiels expliquant ce ciblage. L’intersectin-1 et 2 ont également été identifiées à 12 hpi dans 
cette classe protéique qui sont impliquées dans l’endocytose.  
Un total de 11 protéines identifiées appartiendrait à la classe protéique des hydrolases, 
contenant entre autres les enzymes responsables de la dégradation dans les lysosomes. Il a été 
montré qu’il est tout à fait possible d’avoir des protéines biotinylées dans les lysosomes [227]. 
La protéine MTMR6, une phosphatase, fait partie de cette classe protéique et fait partie des 
protéines choisies pour les premières étapes de validation. Elle serait impliquée dans la 
régulation négative du transport des protéines entre le RE et le Golgi [228], mais son rôle n’a 
pas encore été validé. 
Les transférases sont des molécules permettant le transfert d’un groupe fonctionnel d’une 
molécule donneuse à une molécule receveuse. Des transférases de types acétyltransférases, 
acyltransférases, glycosyltransférases, kinases, transaminases, méthyltransférases et 
nucléotidyltransférases ont été identifiés dont certaines d’entre elles sont transmembranaires. 
S’agissant de protéines impliquées dans les modifications post-traductionnelles, elles peuvent 
jouer un rôle dans le ciblage de gM.  
Les protéines du trafic vésiculaire représentent la classe de protéine identifiée la plus 
attrayante. Étant donné que l’étude se porte sur le ciblage d’une glycoprotéine, il n’est pas 
surprenant que ces protéines dominent dans notre analyse. Parmi ces protéines, environ 50% 
d’entre elles font partie des SNAREs (SNAP Receptors). Le rôle premier des SNAREs est de 
médier la fusion des vésicules entre la membrane donneuse et receveuse, propriété qui rend ces 
protéines particulièrement intéressantes pour nous. Parmi ces SNAREs, deux familles de 
protéines ont été identifiées : les protéines SNAP (Synaptosomal associated protein ; SNAP23 
et SNAP29) et les protéines Syntaxine (STX6, 7, 8, 9, 16). De plus, ces protéines ont toutes été 
trouvées uniquement à 12 hpi, temps pendant lequel gM est ciblée au TGN (annexe 2). Partant 
de cette observation, gM pourrait être prise en charge à la MN ou à la membrane du RE pour 
être ciblée au TGN via un transport vésiculaire impliquant les protéines SNAREs. Le 50% 
restant représente des protéines du manteau des vésicules (SEC24B et AP-3S1, 12 hpi) et des 
protéines régulatrices du transport vésiculaire dont SNX1, SNX2 et VPS33B (4 hpi) et VPS45 
(vacuolar protein sorting associated protein 45, 4 hpi et 12 hpi), VAPB (vacuolar associated 
membrane protein-associated protein B, 12 hpi) et STXBP3 (Syntaxin binding protein 3, 12 
hpi) (annexe 2).  
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Les 14 autres classes protéiques représentent entre 1 et 4% des protéines identifiées. 
Dans ces classes on trouve par exemple les protéines impliquées dans l’adhésion cellulaire, 
l’immunité, des protéines de la matrice extracellulaire ou bien encore des protéines de types 
oxydo-réductases.  
Aucun des partenaires viraux connus de gM n’ont été retrouvé lors de l’analyse des 
données et concordent avec ce qui a été précédemment observé [155]. Ce résultat est surprenant, 
car la glycoprotéine M n’est délocalisée que lorsqu’il y a infection suggérant une participation 
de protéines virales, on s’attendait donc à identifier de nouveaux partenaires viraux. Il est à 
rappeler que l’enzyme de biotinylation BirA* fonctionne dans un rayon de 10 nm environ [218]. 
Par conséquent, les protéines virales pourraient intervenir sur le ciblage de gM par interaction 
indirecte via des protéines cellulaires et qu’elles seraient en dehors de la zone de biotinylation. 
Une autre possibilité est que lors de l’infection, les protéines virales n’ont aucun effet direct sur 
gM mais mobiliseraient certaines des protéines identifiées permettant le ciblage gM dans les 
localisations observées à 4 hpi (noyau) et à 12 hpi (TGN).  
5.4 Le choix des cibles pour la validation ou invalidation 
Étant donné le nombre de protéines identifiées, nous nous sommes concentrés dans un 
premier temps sur la validation de 7 protéines. Elles ont été choisies majoritairement en se 
focalisant sur les protéines trouvées à 4 hpi puisqu’elles expliqueraient comment gM est ciblée 
à la MN. Les protéines choisies sont SNX1, SNX2, SCAMP3, VPS33B, MTMR6 et TMEM43 
qui été trouvée également à 12 hpi (Tableau II) mais aucune de ces protéines ne semblent avoir 
un effet sur la localisation de gM (Figures 15 et 16). De plus, une protéine supplémentaire, 
XPO6, a également été choisie bien que trouvée dans la condition 12 hpi exclusivement. Cette 
dernière, si validée, n’expliquera pas le ciblage vers la MN mais le transport de gM depuis la 
MN.  
5.5 XPO6, un rôle potentiel dans le ciblage de gM ? 
Les résultats obtenus avec le knockdown de XPO6 semblent être prometteurs (Figure 
16 B-C). Après que les cellules 143B TK- aient été transfectées (dsiXPO6) et infectées pendant 
12 h, gM a été localisée dans les invaginations nucléaires. Pour rappel, gM n’est trouvée que 
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dans les invaginations membranaires à 4 hpi. Ceci suggérerait que XPO6 aurait un rôle dans la 
sortie de gM depuis les invaginations nucléaires puisque gM semble être restreint à la MN à 12 





essentiel	 dans	 l’export	 de	 l’actine	 nucléaire	 [226].	 Ni	 RanGTP	 ni	 la	 profiline	 n’ont	 été	
identifiés	par	l’analyse	de	MS,	ce	qui	est	possible	s’ils	n’interviennent	pas	au	niveau	de	gM	
ou	s’ils	sont	localisés	trop	loin	dans	un	potentiel	complexe	(le	rayon	d’action	de	BirA*	est	






que	 gM	 sort	 de	 la	 MNI	 à	 12	 hpi.	 Élément	 intéressant,	 la	 liaison	 XPO6-actine-
profilineRanGTP	n’implique	pas	de	séquence	signal	d’exportation	nucléaire	(NES)	[230].	
Étant	 donné	 que	 gM	 ne	 possède	 pas	 de	 signal	 NES	 également	 [188],	 on	 peut	 poser	
l’hypothèse	que	XPO6	pourrait	exporter	gM	de	la	MNI	vers	la	MNE	et	rejoint	le	TGN	à	12	
hpi.	Si	 tel	est	 le	cas,	 il	pourrait	y	avoir	plusieurs	 façons	pour	expliquer	comment	XPO6	
prend	en	charge	l’exportation	de	gM.	Déjà,	le	mécanisme	nécessiterait	du	RanGTP	étant	
donné	qu’il	s’agit	d’un	transport	actif	et	la	profiline-RanGTP	pourrait	être	un	candidat.	De	
ce	 fait,	 la	 délocalisation	 de	 gM	 pourrait	 se	 faire	 via	 l’interaction	 entre	 XPO6,	 gM	 et	 la	
profiline-RanGTP,	ou	autre	donneur	d’énergie,	avec	ou	sans	l’actine.	Une	autre	alternative	
est	que	XPO6	pourrait	être	recrutée	via	d’autres	protéines	virales	permettant	son	action	
sur	 la	 délocalisation	 de	 gM.	 Afin	 de	 clarifier	 ces	 hypothèses,	 des	 expériences	





l’actine	 et	 /	 ou	 la	prolifine	 interviennent.	De	même,	 il	 faudrait	 vérifier	 l’implication	de	
RanGTP	dans	ce	transport,	en	utilisant	un	mutant	dominant	de	Ran	par	exemple.		
5.6 Alternative à la BioID : la TurboID et miniTurboID 
Dans ce projet, les lignées cellulaires expriment l’enzyme BirA* qui présente la mutation 
R118G et permet d’éviter sa liaison à l’ADN. Cependant, le temps optimal pour la biotinylation 
des protéines avec cette enzyme est de 24 h et a donc l’inconvénient de présenter une cinétique 
lente [217]. Dans notre plan expérimental, les infections ne se font que 12 h ou 18 h après le 
début de l’incubation à la D-Biotine (Figure 12A). Ceci sous-entend que l’on obtient une grande 
quantité de protéines biotinylées avant même que les cellules ne soient infectées, augmentant le 
nombre de faux positifs. Une méthode récente de la BioID permet de diminuer drastiquement le 
temps d’incubation et donc le nombre de faux positifs. La TurboID et la miniTurboID utilisent 
une version améliorée de BirA* qui présente une activité grandement augmentée [231]. Cette 
différence d’activité provient d’une modification de la mutation de BirA*. Au lieu d’avoir une 
mutation de type R118G pour la BioID, une mutation de type R118S a été effectuée et présente 
une activité deux fois plus importante [231]. La séquence BirA R118S a été utilisée pour des 
réactions PCR afin d’induire des mutations aléatoires donnant environ 107 mutants. L’utilisation 
de levures a permis de sélectionner et séparer les mutants enzymatiques hautement actifs des 
mutants moyennement actifs. Ainsi, la TurboID se caractérise par une enzyme BirA de 35 kDa 
présentant 15 mutations et d’une enzyme sans N-terminal avec 13 mutations pour la 
miniTurboID. Il a été montré par immunobuvardage que la TurboID et la miniTurboID 
marquent les protéines endogènes à la biotine beaucoup plus rapidement que la BioID (BirA 
R118G). Dans le cas de ce projet, ces mutants auraient permis de réaliser une véritable cinétique. 
C’est-à-dire de réaliser une incubation des lignées cellulaires avec la D-biotine pendant le temps 






En phase précoce de l’infection, gM est retrouvée dans les invaginations nucléaires dans 
les MNE et MNI. Plus tard dans le cycle, elle est retrouvée exclusivement au TGN qui participe 
à l’enveloppement final des virions matures. Dans le cadre de ce projet de maîtrise, la méthode 
de BioID a permis l’identification de 177 protéines qui gravitent, de près ou de loin, dans 
l’environnement de gM. Parmi ces protéines, certaines d’entre elles pourraient être 
potentiellement impliquées dans le ciblage de gM. Cette identification rend compte de 
l’importance des interactions hôte-pathogène mais aussi de la diversité protéique impliquée. Ces 
nouveaux partenaires potentiels ont été identifiés dans les différents temps d’infection suggérant 
qu’ils peuvent être impliqués spécifiquement dans le ciblage de gM à la MN ou au TGN 
respectivement. Bien que certains résultats préliminaires soient encourageants, il est encore trop 
tôt pour dire si ces protéines sont vraiment impliquées dans ces processus et nécessite des 
expériences complémentaires. Par exemple, dans le cas de la protéine XPO6, il serait nécessaire 
de montrer qu’elle interagit avec gM par co-immunoprécipitation. Dans le futur, d’autres cibles 
identifiées pourront être étudiées afin de valider leur interaction ou leur rôle dans le ciblage de 
gM ainsi que d’étudier leur effet sur la sortie virale. À terme, ces validations permettront 
l’établissement d’un modèle pour expliquer ces différents ciblages et qui pourrait être également 
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Annexe 1  
Liste des gènes et des protéines chez le VHS-1. Les représentations des protéines présentes 
dans le virion mature extracellulaire et utilisée dans la Figure 1A sont dans le tableau. (*) 
Interactions entre les protéines virales représentées dans le virion mature (Figure 1A). (?) : 
Inconnu ou incertains. Adaptée de [59]. 
 
Enveloppe

































































Encapsidation de l’ADN ?
Propagation d’une cellule à une autre
Sortie du virus
Impliquée dans l’entrée, sortie 
et propagation du virus
Formation d’un dimère, 
essentiel pour l’entrée
Sortie du noyau
Protéine associée à la membrane
Participe à l’adsorption : 
attachement à la cellule
Protéine membranaire
Complexe avec gM, 
Stimule la fusion membranaire
Formation de syncytium
Associée au Gogli et endosomes
Impliquée dans entrée et sortie du virus
Protection contre l’apoptose induite par Fas
Nécessaire à l’entrée
Forme un complexe avec gE
Propagation cellule à une autre
Forme un complexe avec gI
Activité récepteur Fc
Transport antérograde des glycoprotéines











































VP5; pUL37; pUL47; VP16
rs1
RL1; ICP34.5





































Encapsidation de l’ADN ?
Protéine myristoylée, sortie du virus
Activité kinase
Molécule chaperone
Encapsidation de l’ADN ?
Associée aux microtubules
Activation sélective de l
’acyclovir et du ganciclovir
Sortie du noyau
Protéine de liaison à la matrice nucléaire
Impliquée dans la sortie du virus
Impliquée dans la sortie du virus
Dégradation de l’ARNm
Régule/Interagit avec pUL48
Stimule l’expression des gènes précoces
immédiats, lie l’ARN
Stimule l’expression des gènes précoces
immédiats
Impliquée dans le trafic intracellulaire
Métabolisme des acides nucléiques
Associée avec le Golgi
Interagit avec la cytokératine
Protéine kinase avec activité
anti-apoptotique
Etroitement associée aux capsides
Activité de liaison à l’ARN; 
activité de trafic intracellulaire
Module la synthèse des protéines 
Transactivateur de proximité avec 
des domaines d’ubiquitine ligase E3





























VP19C; VP23; VP26; UL25
UL17
on peut retrouver VP24 
dans la capside. UL26 
donnes différentes 
protéines après clivage 





Encapsidation de l’ADN, 
sous-unité du complexe portal
Encapsidation de l’ADN
Associée à la capside B et C
Assemblage de la capside
Assemblage de la capside
Protéine majeure de la capside
Encapsidation de l’ADN 
Assemblage de la capside
Assemblage de la capside





















































Protéine de liaison dans la réplication
Métabolisme acide nucléique
Encapsidation de l’ADN







Petite sous unité de la ribonucléotide réductase
Réplication de l’ADN
Réplication de l’ADN
Régulation génique post-transcriptionnelle 
Protéine liant la matrice nucléaire
Stimule l’expression des gènes tardifs
Contrôle la réponse immunitaire
Protéine associée à la latence
Protéine associée à la latence





Annexe 2  
Liste des protéines exclusivement biotinylées par gM-BirA*-HA après analyse des données 
obtenus par MS. Certaines protéines ont été identifiées en prenant compte d’un enrichissement 

















inducer of neurite 
outgrowth 1 


















OCLN Occludin 59 4 – 12 hpi 













84 12 hpi 
A0A0D9SGJ6_HU
MAN 




V-raf murine sarcoma 
3611 viral oncogene-
like protein isoform 2 




ArfGAP with FG 
repeats 1 isoform 4 









type II alpha isoform 1 












protein kinase catalytic 
subunit alpha-1 
64 12 hpi 
AR13B_HUMAN ARL13B 
ADP-ribosylation 
factor-like protein 13B 







component of pyruvate 
dehydrogenase 
complex 







containing protein 2, 
mitochondrial 



















highly similar to 24-
dehydrocholesterol 
reductase 
55 12 hpi 





















subfamily C member 
10 














Casein kinase I isoform 
alpha 




72 4 hpi 
PAK4_HUMAN PAK4 
Serine/threonine-
protein kinase PAK 4 














Phosphatase and actin 
regulator 4 







































63 4 – 12 hpi 













V-type proton ATPase 
subunit a 





37 4 – 12hpi 
UB2G2_HUMAN UBE2G2 
Ubiquitin-conjugating 
enzyme E2 G2 
19 12 hpi 
UBE2N_HUMAN UBE2N 
Ubiquitin-conjugating 
enzyme E2 N 








Coiled-coil and C2 
domain-containing 
protein 1A 






NCK adaptor protein 1 
isoform 3 
28 12 hpi 
AP3S1_HUMAN AP3S1 
AP-3 complex subunit 
sigma-1 






















family A member 5 




1-associated protein 2 
61 12 hpi 
FCHO2_HUMAN FCHO2 
F-BAR domain only 
protein 2 




43 12 hpi 
Q6NT31_HUMAN STON2 
Stonin 2 OS=Homo 
sapiens 












Protein EFR3 homolog 
A 
96 12 hpi 
CKAP4_HUMAN CKAP4 
Cytoskeleton-
associated protein 4 












Myosin IC, isoform 
CRA_a 



























calcium channel beta 
subunit-associated 
regulatory protein 
74 4 – 12 hpi 
A8K4L6_HUMAN VANGL Vang-like protein 60 12 hpi 
B9EGI2_HUMAN MPRIP 
Myosin phosphatase 
Rho interacting protein 







like protein 1 
57 12 hpi 
C9JA28_HUMAN SSR3 
Translocon-associated 
protein subunit gamma 
20 12 hpi 
CHP1_HUMAN CHP1 
Calcineurin B 
homologous protein 1 




















99 12 hpi 










substrate of 220 kDa 











rich C-kinase substrate 



















84 12 hpi 
RICTR_HUMAN RICTOR 
Rapamycin-insensitive 
companion of mTOR 
192 12 hpi 
SRRT_HUMAN SRRT 
Serrate RNA effector 
molecule homolog 














associated protein B/C 




family member 2 










coupled receptor L2 
163 12 hpi 
EPHA2_HUMAN EPHA2 
Ephrin type-A receptor 
2 











274 4 – 12 hpi 





105 4 – 12 hpi 
SNP23_HUMAN SNAP23 
Synaptosomal-
associated protein 23 
23 4 – 12 hpi 
TR10B_HUMAN TNFRSF 
Tumor necrosis factor 
receptor superfamily 
member 10B 






highly similar to Homo 
sapiens ribosomal 
protein L36a-like 
13 12 hpi 
B7Z1G8_HUMAN SURF4 
Surfeit 4, isoform 
CRA_b 












stacking protein 2 
42 12 hpi 
GCP60_HUMAN ACBD3 
Golgi resident protein 
GCP60 






65 12 hpi 
Translocase ATP7A_HUMAN ATP7A 
Copper-transporting 
ATPase 1 







Zinc finger, FYVE 
domain containing 16 




Solute carrier family 12 
member 4 


























neutral amino acid 
transporter 1 




90 4 – 12 hpi 
LAT1_HUMAN SLC7A5 
Large neutral amino 
acids transporter small 
subunit 1 








Solute carrier family 12 
member 2 




solute carrier family 
38, member 2 












84 12 hpi 
4F2_HUMAN SLC3A2 
4F2 cell-surface 
antigen heavy chain 






TBC1 domain family, 
member 5 





defective protein 39 
homolog 









38 4 hpi 
A8K5H3_HUMAN 
/ RBNS5_HUMAN 
RBSN Rabenosyn-5 89 12 hpi 
B3KW08_HUMAN 
/ XP06_HUMAN 
XP06 Exportin-6 127 12 hpi 
STAM1_HUMAN STAM 
Signal transducing 
adapter molecule 1 













KIAA1012 161 12 hpi 
A7XZY7_HUMAN ITSN1 
Intersectin 1 short form 
variant 4 
134 12 hpi 
A0A087WVF7_HU
MAN 








21 12 hpi 
A0A0A0MRI2_HU
MAN 
















129 12 hpi 
B4DMP4_HUMAN 
/ VAC14_HUMAN 








83 12 hpi 
B4E2S3_HUMAN 
/ RFTN1_HUMAN 










protein 8 homolog 
162 12 hpi 





membrane protein 2 













Golgin subfamily A 
member 4 




























38 4 – 12 hpi 
SNP29_HUMAN SNAP29 
Synaptosomal-
associated protein 29 
29 12 hpi 
SNX1_HUMAN SNX1 Sorting nexin 1 59 4 hpi 
SNX2_HUMAN SNX2 Sorting nexin 2 58 4 hpi 
STAM1_HUMAN STAM 
Signal transducing 
adapter molecule 1 
59 12 hpi 
STAM2_HUMAN STAM2 
Signal transducing 
adapter molecule 2 
58 12 hpi 
 
xv 
STX6_HUMAN STX6 Syntaxin-6 29 12 hpi 
STX7_HUMAN STX7 Syntaxin-7 30 12 hpi 







































129 12 hpi 
VAMP3_HUMAN VAMP3 
Vesicle-associated 
membrane protein 3 























ER membrane protein 
complex subunit 2 












like anchor protein 
319 4 – 12 hpi 











Brain acid soluble 
protein 1 










inducer of neurite 
outgrowth 1 
102 12 hpi 






45 4 – 12 hpi 
4F2_HUMAN SLC3A2 
4F2 cell-surface 
antigen heavy chain 
68 4 – 12 hpi 















like anchor protein 
319 4 – 12 hpi 
 
 
 
 
 
